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perustonusta. Aivojen toonisen inhibition häiriintyminen saattaa olla useiden sairauksien 
taustalla. Selektiivisesti ekstrasynaptisten GABAA-reseptorien kautta vaikuttavien 
lääkeaineiden toivotaan tuovan helpotusta esimerkiksi unihäiriöiden, hormonaalisen 
epätasapainon aiheuttamien neuropsykiatristen häiriöiden, epilepsian, kognitiivisen 
suorituskyvyn heikkenemisen ja aivovaurioiden hoitoon. Lääkeainekehityksen kohteena ovat 
tällä hetkellä δ-selektiiviset GABAA-agonistit ja positiiviset modulaattorit, jotka parantavat 
aivojen toonista inhibitiota, sekä myös α5-selektiiviset käänteisagonistit, jotka vähentävät 
toonista inhibitiota mutta parantavat kognitiivista suorituskykyä, oppimista ja muistia. 
  
Muskimoli on psykoaktiivinen aine, joka aktivoi kaikkia GABAA-reseptorialatyyppejä, mutta 
sen affiniteetti on korkeampi pikkuaivojen jyvässolujen α6β2γ2-reseptoreihin ja erityisesti 
jyvässolujen soomaosiin lokalisoituviin α6β2δ-reseptoreihin kuin aivojen pääasialliseen 
GABAA-reseptorialatyyppiin α1β2γ2. Kuitenkin [3H]muskimolilla suoritetut 
sitoutumiskokeet ovat antaneet ristiriitaisia tuloksia. Aivosoluhomogenaateilla suoritetuissa 
kokeissa sitoutuminen on ollut samansuuruista lähes kaikilla aivoalueilla, kun taas 
autoradiografiakokeissa sitoutuminen näyttäisi olevan voimakkainta δ-reseptoreita sisältävillä 
aivoalueilla. [3H]muskimolin affiniteettia eri reseptorialatyyppeihin on tähän asti määritetty 
tasapainotilassa määrittämällä tasapainovakio KD, joka ei kerro erikseen ligandin assosiaation 
ja dissosiaation nopeudesta, vaan sitoutumisen hanakkuudesta. Erikoistyössäni tutkittiin 
[3H]muskimolin assosiaatiota ja dissosiaatiota eri GABAA- 
rekombinanttireseptorialatyypeissä sekä δ-poistogeenisten ja villityypin hiirien etu- ja 
pikkuaivosolukalvohomogenaateissa. Sitoutumiskokeet osoittivat, että [3H]muskimoli 
dissosioituu erittäin hitaasti δ-alayksikön omaavista reseptoreista. Tämä selittää aikaisempia 
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γ-aminobutyric acid (GABA) is the major inhibitory neurotransmitter in the brain and it’s 
activity is mediated via metabotropic GABAB - and ionotropic GABAA receptors. Receptors 
containing αβγ subunit combination are localized in both synaptic and extrasynaptic sites and 
they mediate fast synaptic phasic activity. αβδ- and α5βγ-containing receptors reside only in 
extrasynaptic space where they regulate tonic inhibition of the nerve cell. Disruption in tonic 
inhibition may cause several diseases. Drugs that selectively affect extrasynaptic GABAA 
receptors are believed to help treatment of diseases like sleep disorder, neuropsychiatry 
disorders, epilepsy, cognition impairment and recovery from stroke. Drug development of δ-
selective GABAA agonists and positive modulators that enhance tonic inhibition as well as 
α5βγ selective inverse agonists that reduce tonic inhibition and enhance cognition are under 
investigation right now.  
 
Muscimol is a psychoactive molecule which activates all GABAA receptors but has higher 
affinity to cerebellar granule cell-specific receptor subtypes α6β2γ2 and extra synaptic α6β2δ 
than to the most common receptor subtype α1β2γ2. However, the binding of [3H]muscimol 
has produced contradictory results in former studies. Binding to membrane homogenates 
results to binding levels of the same magnitude in most brain regions, while in receptor 
autoradiography the high affinity binding is δ-subunit dependent. The affinity of muscimol to 
GABAAR subtypes has thus far been determined using saturation analysis, i.e. by measuring 
concentration-dependent binding of [3H]muscimol at equilibrium and by determining KD, the 
dissociation constant of the ligand. However, this value expresses the affinity of the ligand to 
the receptor, but does not give any information on the rate of the association and dissociation. 
In this master´s thesis I have investigated association and dissociation rate of [3H]muscimol 
from recombinant GABAA receptors and from native GABAA receptors present in wild-type 
(WT) and δ-subunit knock-out (δKO) mice forebrain and cerebellar membranes. We 
concluded from binding assays that [3H]muscimol dissociates extremely slowly from δ-
receptors. This explains further contradictory results: in membrane/filtration assay the 
washing procedure is generally much faster resulting in only low dissociation from αβγ 
receptors, while in the long washing procedure of receptor autoradiography only αβδ-binding 
is retained. The high affinity of muscimol to αβδ receptors is suggested to be due to its 
extremely slow dissociation from these receptors. Also association of [3H]muscimol to αβδ 
receptors seems to be slower, but this needs confirming studies. The exceptional binding 
properties of muscimol make it an interesting leading molecule in development of drugs 
which act via extrasynaptic GABAA receptors. 
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I KIRJALLINEN OSA – EKSTRASYNAPTISET GABAA-RESEPTORIT 
LÄÄKEKEHITYKSEN KOHTEENA 
 
 
1. JOHDANTO 
 
γ-aminovoihappo (GABA) on aivojen tärkein estävä välittäjäaine ja 17-20 % kaikista 
neuroneista on GABAergisiä (Somogyi ym. 1998). GABAergiset signaalit ylläpitävät 
hermoverkoston fysiologista tasapainoa. Lääkkeet, jotka häiritsevät GABA:n synteesiä 
tai sen reseptorivaikutuksia, johtavat hermoverkoston hyperaktiivisuuteen. 
Hyperaktiivisuus voi johtaa jo minuuteissa kouristuksiin ja jopa kuolemaan.  
 
GABA-reseptorit jaetaan ionotrooppisiin GABAA- ja metabotrooppisiin GABAB- 
reseptoreihin. Lisäksi on löydetty reseptoreita, joiden farmakologia poikkeaa GABAA- 
ja GABAB-reseptoreiden farmakologiasta ja näitä on kutsuttu GABAC-reseptoreiksi. 
GABAA-reseptorit aktivoituvat GABA:n ja spesifisen agonistin, esim. muskimolin 
vaikutuksesta ja bikukuliini estää selektiivisesti GABAA-reseptoreiden toimintaa 
(Macdonald ja Olsen 1994; Sieghart 1995). Metabotrooppiset GABAB-reseptorit 
puolestaan aktivoituvat GABA:n ja spesifisen agonistin baklofeenin vaikutuksesta, 
mutta ovat epäherkkiä tyypillisille GABAA ligandeille kuten muskimolille ja 
bikukuliinille. GABA-reseptoreja, joiden toimintaa ei voi estää bikukuliinilla eivätkä ne 
aktivoidu baklofeenin vaikutuksesta, on kutsuttu GABAC-reseptoreiksi, koska nämä 
eivät sovi A eivätkä B kategoriaan (Drew ym. 1984).  
 
GABAA-reseptorin alayksikkökoostumus vaikuttaa sen fysiologisiin ja farmakologisiin 
ominaisuuksiin. Lisäksi alayksikkökoostumuksella on vaikutusta, millä alueella 
hermosolua tai millä aivoalueella sitä ilmennetään. Synaptiset GABAA-reseptorit 
säätelevät aivoissa nopeaa faasista inhibitiota, jolla luodaan hermoverkkojen 
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synkronoitu aktiivisuus. Synapsien ulkopuolisille alueille sijoittuvat ekstrasynaptiset 
reseptorit puolestaan säätelevät aivojen neurotransmission perustonusta. Monen 
neurobiologisen sairauden taustalla on todettu olevan häiriö aivojen toonisessa 
inhibitiossa (Brickley ja Mody 2012). Toistaiseksi on kuitenkin vielä vähän hyviä 
kliinisiä sovelluksia näiden sairauksien ja häiriöiden hoitoon. Ekstrasynaptisten 
GABAA-reseptorien kautta vaikuttavien lääkeaineiden kehittäminen voi tuoda parempia 
lääkkeitä tulevaisuudessa mm. unettomuuden, premenstruaalisyndrooman, synnytyksen 
jälkeisen masennuksen, epilepsian, oppimis- ja muistihäiriöiden sekä 
alkoholiriippuvuuden hoitoon.  
 
 
2. GABA VÄLITTÄJÄAINEENA, SEN METABOLIA JA TRANSPORTTERIT  
 
GABA:a vapauttavat solut ovat erittäin monimuotoisia sekä hyvin erikoistuneita 
(Klausberges ja Somogyi 2008). GABA:a vapautuu erityisen runsaasti lyhyiden 
interneuronien hermopäätteistä, mutta se toimii myös välittäjäaineena 
striatonigraalisissa neuroneissa sekä pikkuaivojen Purkinjen soluissa. Interneuroneissa 
GABA voi olla varastoituneena yhdessä kotransmittereiden, kuten asetyylikoliinin, 
katekoliamiinien ja peptidien kanssa. Ne osallistuvat yhdessä GABA:n jarruttavan ja 
glutamaatin kiihdyttävän vaikutuksen kanssa hermoverkoston aktiivisuuden säätelyyn. 
GABA:lla on myös keskushermoston kehittymisessä merkittävä vaikutus. 
Keskushermoston kehitysvaiheessa GABAergiset signaalit ovat stimulatorisia ja ne 
säätelevät hermosolujen erilaistumista sekä lukumäärää.  
 
GABA:a muodostuu GABAergisen hermosolun sytosolissa L-glutamaatista 
glutamaattidekarboksylaasin (GAD) katalysoimana (Soghomonian ja Martin 1998). 
GAD:ista on GABAergisissä neuroneissa kaksi eri muotoa, jotka on nimetty 
molekyylipainojensa mukaan (GAD65 ja GAD67). Muodostunut GABA kuljetetaan 
vesikkeleihin vesikulaarisen GABA-trasportterin avulla (vGAT), josta se vapautuu 
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synapsirakoon aktiopotentiaalin aiheuttaman kalsium-ionivirran laukaisemana 
(Gonzalez-Burgos ym. 2011). 
 
GABA-transporttereita on sekä neuroneissa että gliasoluissa, joihin kuljetusproteiinit 
pumppaavat synapsiraossa olevan GABA:n. GABA-transporttereita on löydetty neljä: 
GAT-1 – GAT-3 sekä betaiini-GABA-transportteri (BGT-1) (Borden 1996). GAT-2:a 
on löydetty kuitenkin vain aivojen varhaisessa kehitysvaiheessa ja BGT-1:ä ei ole 
aivoissa kovin runsaasti. GAT-3:a on pääasiassa gliasoluissa, jossa sen tehtävänä on 
todennäköisesti estää GABA:n ylivuotoa synapsiraosta. GABA:n takaisinotto on 
pääasiassa GAT-1-transportterien säätelemää, joita löytyy runsaasti sekä GABAergisten 
hermosolujen että gliasolujen solukalvoilta. GAT-1 sijoittuu pääasiassa kuitenkin 
synapsien ulkopuolisille alueille (Conti ym. 2004). Tämä voi selittää äskettäisiä 
havaintoja siitä, että GAT-1 kuljetusproteiinin toiminta ei säätele inhibitorisen 
postsynaptisen potentiaalin kestoa (Jensen ym. 2003; Bragina ym. 2008; Gonzalez-
Burgos ym. 2009). 
 
Neuroneihin ja gliasoluihin takaisinotettu GABA syntetisoidaan takaisin glutamaatiksi 
(Koulu ja Tuomisto 2001). Glutamaatin, GABA:n, glysiinin ja aspartaatin 
aineenvaihdunta kytkeytyvät tiiviisti toisiinsa (ks. kuva 1). Sekä GABAergisten 
hermosolujen että gliasolujen mitokondrioissa GABA-transaminaasi-entsyymi (GABA-
T) metaboloi GABA:n meripihkahapon (suksinaatti) semialdehydiksi ja suksinaatti 
semialdehydi dehydrogenaasi (SSADH) edelleen meripihkahapoksi. Meripihkahaposta 
muodostuu Krebsin kierrossa α-ketoglutaraattia, jonka GABA-T muokkaa taas 
glutamaatiksi. Gliasolussa ei ole GAD:ia, joten muodostunut glutamaatti metaboloituu 
glutamiiniksi ja tämä kulkeutuu GABAergiseen hermosoluun, jossa glutaminaasi-
entsyymin katalysoimana siitä muodostuu jälleen glutamaattia.  
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Kuva 1. Aminohappovälittäjäaineiden metabolia aivoissa (mukailtu Koulu ja Tuomisto 
2001). 
 
 
3. GABAA-RESEPTORIT 
 
3.1 GABAA-reseptori - selektiivinen anionikanava 
 
Nisäkkäiden kaikki GABAA-reseptorit ovat ligandin säätelemiä selektiivisiä 
anionikanavia, jotka muodostuvat viidestä solukalvon läpäisevästä alayksiköstä (Olsen 
ja Sieghart 2008). Ne kuuluvat samaan reseptorisuurperheeseen asetyylikoliinin 
nikotiinireseptorien sekä glysiini- ja ionotrooppisten 5-hydroksitryptamiini -reseptorien 
kanssa. Jokainen alayksikkö koostuu pitkästä hydrofiilisestä N-terminaalisesta 
ekstraselluularisesta alueesta ja neljästä solukalvon läpäisevästä (TM) α-
heliksikierteestä. TM1 ja TM2 kierteen välissä on lyhyt sekä TM3 ja TM4 kierteen 
välissä pitkä intrasellulaarinen silmukka. Alayksiköt päättyvät suhteellisen lyhyeen 
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ekstrasellulaariseen C-terminaaliseen osaan (ks. kuva 2a). TM2 kierteen positiivisen 
varauksen omaavat aminohapot ympäröivät anionikanavaa (ks. kuva 2 b). 
 
 
 
 
 
       
  
 
 
 
Kuva 2a. GABAA-reseptorin alayksikön rakenne (mukailtu Stephenson 1988). Kuva 2b. 
GABAA-reseptorin alayksikköjen α-heliksikierteiden sijoittuminen ionikanavan 
ympärille (mukailtu Macdonald ja Olsen 1994). 
 
GABAA-reseptorit syntetisoidaan GABAergisen solun sisällä endoplasmakalvostolla, 
jonka jälkeen ne siirretään Golgin laitteen kautta vesikkeleihin, jotka kuljetetaan 
solukalvolle (Jacob ym. 2008). Useat eri reseptoriproteiinit osallistuvat tähän 
kuljetustapahtumaan, mutta sen kaikkia vaiheita ei vielä tiedetä. Esimerkiksi 
GABARAP proteiinia (GABAA receptor-associated protein) löytyy runsaasti Golgin 
laitteesta ja vesikkeleistä, mutta ei lainkaan GABAergisistä synapseista (Kittler ym. 
2001). Tämä viittaa GABARAP proteiinin merkitykseen juuri solun sisäisissä 
kuljetustapahtumissa. On myös löydetty useita muita kuljetustapahtumiin osallistuvia 
proteiineja, kuten BIG2 (Brefeldin-A-inhibited GDP/GTP exchange factor 2), GODZ 
(Golgi-specific DHHC zinc-finger-domain protein), NSF (N-ethylmaleimide-sensitive 
factor) sekä GRIF1 (GABAA R-interacting factor 1) (Jacob ym. 2008). 
A B 
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GABAA-reseptorien muodostuminen näyttäisi olevan riippuvaista aivojen 
aktiivisuudesta (Saliba ym. 2007). Aivojen hermosolujen aktiivisuuden krooninen 
estäminen vähentää merkittävästi GABAA-reseptorien määrää solukalvoilla ja 
vastaavasti aivojen aktiivisuuden kasvu lisää GABAA-reseptorien ilmentämistä 
solukalvoilla. Tämä saattaa olla seurausta aivojen homeostaattisesta aktiivisuuden 
säätelystä.  
 
Agonistin (esim. GABA) sitoutuminen GABAA-reseptoriin saa kanavan aukeamaan ja 
lisääntynyt kloridi-ionien virtaus hermosolun sisälle johtaa yleensä solun 
hyperpolarisaatioon ja siten hermoimpulssin kulun vaimenemiseen. Kloridi-ionivirran 
suunta on yleensä solun ulkopuolelta solun sisään. Tämä johtuu siitä, että kloridi-
ionikonsentraatio on paljon suurempi solun ulkopuolella kuin sisäpuolella natrium-
kalium-kloridi kotransportteri 1:n (NKCC1) ja kalium-kloridi kotransportteri 2:n 
(KCC2) toiminnan tuloksena (Farrant ja Kaila 2007). NKCC1 säätelee kloridi-ionin 
sisäänottoa ja KCC2 poistamista solusta. Lisäksi kypsien hermosolujen 
tasapainopotentiaali kloridi-ionien suhteen on lähellä solukalvojen lepopotentiaalia 
(Macdonald ja Olsen 1994). Jossain solutyypeissä ja aivojen varhaisessa 
kehitysvaiheessa kloridikuljetusproteiinien toiminta saa aikaan päinvastaisen tilanteen, 
jolloin kanavan aukeaminen johtaakin kloridi-ionien virtaamiseen ulos solusta ja 
solukalvon depolarisaatioon (Ben-Ari 2002). GABA:lla on varhaisessa vaiheessa 
aivojen kehitystä muovaava tehtävä inhibitorisen välittäjäaineen sijaan. Solun 
hyperpolarisaatio johtaa aina inhibitoriseen vaikutukseen, mutta depolarisaatio voi olla 
inhibitorista tai eksitatorista riippuen aktiopotentiaalin kynnysarvosta (Farrant ja Kaila 
2007). Joissain tilanteissa anionikanava voi johtaa myös muita anioneja kuin kloridi-
ioneja. Bikarbonaatti (HCO3-) ionivirralla voi olla fysiologisesti merkittäviä seurauksia 
tiettyjen fysiologisten tilojen, kuten epilepsian yhteydessä (Kaila ym. 1997). 
 
GABAA-reseptorien konformaatiot muuttuvat ionikanavan suljetusta tilasta agonistin 
sitoutuessa avonaiseen tilaan ja lopuksi desensitoituneeseen konformaatioon, jossa 
agonisti on sitoutunut reseptoriin, mutta ionikanava on sulkeutunut (Farrant ja Nusser 
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2005). Desensitisaatiotila, jolloin agonisti on loukussa reseptorissa ennen irtoamistaan 
siitä, on suhteellisen pitkäkestoinen (Jones ja Westbrook 1995; Bianchi ja Macdonald 
2001). Tätä aikaa, kun reseptori ei ole aktiivisessa tilassa eikä pysty sitomaan agonistia, 
kutsutaan deaktivaatioajaksi.  
 
3.2 GABAA-reseptoreiden alayksikkökoostumus 
 
Ihmisen genomin selvittämisen myötä on käynyt selväksi, että ihmisellä on 19 GABAA-
reseptorialayksikköä koodaavaa geeniä (Simon ym. 2004). Ihmisen GABAA-
reseptorialayksiköt ovat α1-6, β1-3, γ1-3, δ, ɛ, θ, π ja ρ1-3. Suurin osa GABAA-
reseptoreista muodostuu kahdesta α-alayksiköstä ja kahdesta β-alayksiköstä, jotka 
yhdistyvät joko yhden γ-, δ-, ɛ-, θ- tai π-alayksikön kanssa (ks. kuva 3) (Rudolph ja 
Mohler 2004). ρ-alayksiköt puolestaan muodostavat homopentameerisiä kloridikanavia.  
 
 
 
 
 
 
 
Kuva 3. GABAA-reseptorin alayksikkökoostumus (mukailtu Jacob ym. 2008). 
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3.3 Reseptorialatyyppien ilmentäminen eri aivoalueilla 
 
GABAA-reseptorien alayksikkökombinaatiot vaihtelevat eri aivoalueilla. Vaikka eri 
alayksikkökombinaatioita on teoriassa mahdollisuus muodostua valtava määrä, vain 
harvoja kombinaatioita on varmuudella löydetty aivoista. Tällä hetkellä vain 11 
reseptorialatyyppiä on tunnistettu varmuudella (Olsen ja Sieghart 2008). Taulukossa 1 
reseptorialatyypit on jaoteltu kolmeen kategoriaan sen mukaan, kuinka paljon todisteita 
niiden olemassaolosta on. 
 
Taulukko 1. Natiivisti esiintyvät GABAA-reseptorit (mukailtu Olsen ja Sieghart 2008). 
Kategoria A: 
tunnistettu 
Kategoria B: 
olemassa hyvin 
todennäköisesti 
Kategoria C: 
epävarma 
α1β2γ2 α1β3γ2 ρ1 
α2βγ2 α1βδ ρ2 
α3βγ2 α5β3γ2 ρ3 
α4βγ2 αβ1γ/αβ1δ αβγ1 
α4β2δ αβ αβγ3 
α4β3δ α1α6βγ/α1α6βδ αβθ 
α5βγ2  αβɛ 
α6βγ2  αβπ 
α6β2δ  αxαyβγ2 
α6β3δ   
ρ   
 
α1 on kaikista yleisin GABAA-reseptorialayksikkö ja se esiintyy usein myös runsaasti 
ekspressoitujen β2- ja γ2-alayksiköiden kanssa samoilla aivoalueilla ja samoissa 
soluissa (Pirker ym. 2000; Sieghart ja Sperk 2002). α2- ja α3-alayksiköt ovat 
kohtalaisen yleisiä kaikkialla aivoissa, mutta α5-alayksikkö on harvinainen muualla 
kuin hippokampuksen alueella. α4-alayksiköitä ekspressoidaan runsaasti etuaivoissa ja 
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α6-alayksikköä pikkuaivoissa. β-alayksiköistä β2 on yleisimmin aivoista löytynyt 
alayksikkö, kun taas β1 on kaikkein harvinaisin. β3 ekspressoidaan kohtalaisen 
runsaasti, mutta rajoitetummalla alueella kuin β2. Kuvassa 4 on eri alayksiköiden 
ilmentyminen aikuisen rotan aivoissa. 
 
 
Kuva 4. GABAA-reseptorialayksiköiden esiintyminen aikuisen rotan aivoissa (Pirker 
ym. 2000). 
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α1β2γ2 on yleisin GABAA-reseptorialatyyppi, jota löytyy useimmilta aivoalueilta 
(Benke ym. 1994; Somogyi ym 1996; Pirker ym. 2000). Rekombinanttireseptoreilla 
tehdyillä tutkimuksilla ja koimmunopresipitaatiokokeilla hiiren ja rotan aivoilla 
reseptorin stoikiometriaksi on osoittautunut 2α-2β-1γ (Chang ym. 1996; Tretter ym. 
1997; Farrar ym. 1999; Baumann ym. 2002; Sieghart ja Sperk 2002). Seuraavaksi 
yleisimmät GABAA-reseptorialayksikkökombinaatiot aivoissa ovat α2βγ2 sekä α3βγ2, 
ja myös näiden stoikiometrian oletetaan olevan 2α-2β-1γ (Sieghart ja Sperk 2002). 
α4βγ2 ja α5βγ2-reseptoreita ilmennetään vähäisempiä määriä ja niiden osuus on alle 5 
% kaikista GABAA-reseptoreista. α6βγ2-reseptoreita ilmennetään ainoastaan 
pikkuaivojen jyvässoluissa ja korvan simpukkatumakkeissa. 
 
δ-alayksikön oletetaan korvaavan γ-alayksikön GABAA-reseptorissa, mutta täydellistä 
varmuutta tästä ei ole (Barrera ym. 2008). Pikkuaivojen jyvässoluissa δ-alayksikkö 
kombinoituu α6-alayksikön kanssa (Sieghart ja Sperk 2002). Etuaivoissa (talamuksessa, 
pykäläpoimussa, striatumissa ja osassa aivokuoren kerroksia) δ kombinoituu puolestaan 
α4-alayksikön kanssa. Kuitenkin α4- ja α6-alayksiköt kombinoituvat yhtä usein γ2- kuin 
δ-alayksikön kanssa.  
 
ρ alayksikkö muodostaa homopentameerisia kloridikanavia ja niitä ilmennetään 
pääasiassa silmän retinassa (Johnston 2002). ρ2 ja ρ3 alayksikköjä on löydetty kuitenkin 
myös muualta aivoista. Vielä ei tiedetä kombinoituvatko ρ1-3 alayksiköt keskenään 
muodostaen heteromeerisia reseptoreita. Silmän retinassa olevia ρ alayksiköistä 
muodostuneita kloridikanavia on myös kutsuttu GABAC-reseptoreiksi, koska ne ovat 
herkkiä GABA-analogille CACA:lle (cis-aminokrotonihappo), mutta suhteellisen 
epäherkkiä bikukuliinille ja baklofeenille (Shimada ym. 1992; Woodward ym. 1992; 
Woodward ym. 1993). IUPHAR:in (International Union of Basic and Clinical 
Pharmacology) terminologiasta päättävä komitea (Nomenclature Comittee) on kuitenkin 
suositellut, että ρ reseptorit luetaan osaksi GABAA-reseptoriperhettä eikä niistä ole 
suositeltavaa käyttää GABAC-reseptori nimitystä. 
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ɛ alayksikkö on harvinainen, mutta se voi korvata γ- ja δ-alayksikön joillain 
aivoalueilla, kuten hypotalamuksessa (Korpi ym. 2002a; Sieghart ja Sperk 2002). θ ja π 
alayksiköt ovat vain pintapuolisesti kuvattuja. 
 
 
4. GABAA-RESEPTOREIHIN VAIKUTTAVAT FARMAKOLOGISET YHDISTEET  
 
4.1 GABA:n sitoutumispaikkaan sitoutuvat yhdisteet 
 
4.1.1 GABA:n ja muskimolin sitoutumispaikka 
 
Rekombinanttireseptoreilla tehdyt mutageneesitutkimukset ovat osoittaneet useita eri 
aminohappoja GABAA-reseptorin α- ja β- alayksiköissä, jotka ovat tärkeitä GABA:n ja 
muskimolin sitoutumiselle (Smith ja Olsen 1995). Tästä on päätelty, että GABA:n ja 
muskimolin sitoutumispaikka sijaitsee α- ja β-alayksiköiden välissä. On osoitettu, että 
GABA:lle on kaksi sitoutumistaskua α- ja β-alayksiköiden ekstrasellullaristen osien 
välissä (Ernst ym. 2003). Sitoutumistaskut muodostuvat β-alayksikön kolmen 
positiivisen varauksen omaavan ekstrasellulaarisen silmukan ja α-alayksikön kolmen 
negatiivisen varauksen omaavan silmukan välille (ks. kuva 5a). Ionikanavan täydellinen 
aukeaminen vaatii kahden agonistimolekyylin kiinnittymisen reseptoriin 
samanaikaisesti (Baumann ym. 2003). Kuvassa 5b on esitetty GABA:n sitoutumiselle 
keskeisiä aminohappoja.  
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Kuva 5a. GABAA-reseptorin solun ulkopuolisten domeenien rakenne. GABA:n kaksi 
sitoutumispaikkaa on merkitty oranssilla ja bentsodiatsepiinien sitoutumispaikka 
violetilla värillä (mukailtu Ernst ym. 2003). Kuva 5b. Kaaviokuva GABA:n ja 
bentsodiatsepiinien sitoutumiselle tärkeistä aminohappotähteistä (F = fenyylialaniini, G 
= glysiini, H = histidiini, S = seriini, T = treoniini ja Y= tyrosiini) GABAA-reseptorissa 
(mukailtu Smith ja Olsen 1995).  
 
4.1.2 GABAA-agonistit 
 
Luontaisesti esiintyvistä aineista tiedetään vain muutama suorana GABAA-agonistina 
toimiva yhdiste. Suora GABAA-agonisti pystyy avaamaan kloridikanavan ilman 
endogeenisen GABA:n vaikutusta. Aivoissa luontaisesti esiintyvän välittäjäaineen 
GABA:n jälkeen näistä tärkein on punakärpässienen (Amanita muscaria) 
psykoaktiivinen aine muskimoli, joka aktivoi kaikkia GABAA-reseptorialatyyppejä 
(Krogsgaard-Larsen ym. 1979), mutta yhdisteellä on hyvin vähän aktiivisuutta GABAB-
reseptoreihin (Hill ja Bowery 1981). Muskimolin käyttökelpoisuutta kliinisesti vähentää 
sen metabolinen epästabiilisuus (Johnston ym. 1978; Schousboe ym. 1979; Fowler ym. 
1983) ja sen neurotoksiset vaikutukset (Worms ym. 1979). 
 
A B 
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Rakeenteeltaan GABA:a muistuttava muskimoli on toiminut johtomolekyylinä 
GABAA-agonisteja kehitettäessä. Tämä kehitystyö on johtanut vähitellen parempaan 
ymmärrykseen molekyylien kolmiulotteisista ominaisuuksista, jotka tekevät 
molekyylistä aktiivisen GABAA-ligandin (Krogsgaard-Larsen ym. 1975; 1977; 1979; 
1981; 1985 a ja b; 1994; 2002). Keskeisiä muskimolista kehitettyjä GABAA-agonisteja 
ovat 4,5,6,7-tetrahydroisoksatsolo[5,4-c]pyridin-3(2H)-one (THIP), isoguvakiini ja 
piperidiini-4-sulfonihappo (P4S) (Krogsgaard-Larsen ym. 1981). Kuvassa 6 on esitetty 
näiden molekyylien rakenne. Toisin kuin muskimoli ja THIP, isoguvakiini ja P4S eivät 
pysty läpäisemään veriaivoestettä eivätkä siten ole farmakologisesti aktiivisia yhdisteitä 
(Krogsgaard-Larsen ym. 2002). THIP on muskimolista poiketen metabolisesti stabiili, 
se läpäisee veriaivoesteen muskimolia paremmin ja se ei ole neurotoksinen yhdiste 
(Krogsgaard-Larsen ym. 1977). Vaikka GABA:n, muskimolin ja THIP:in rakenteet 
muistuttavat paljon toisiaan, niiden konformaatioiden joustavuus eroaa toisistaan. 
GABA:n rakenne on joustavampi verrattuna muskimolin ja THIP:in rengasrakenteisiin 
molekyyleihin.  
 
 
Kuva 6. GABAA-agonistien rakenne (Krogsgaard-Larsen ym. 2002). 
 
4.1.3 GABAA-antagonistit 
 
GABAA-antagonistien kehittäminen kliiniseen käyttöön ei ole järkevää, sillä ne 
aiheuttavat vakavia sivuvaikutuksia, kuten kouristuksia ja ahdistuneisuutta. Spesifiset 
antagonistit ovat kuitenkin reseptoritutkimuksessa tärkeitä apuvälineitä. Klassisia 
GABAA-antagonisteja ovat bikukuliini ja pikrotoksiini (Curtis ja Johnston 1974). 
Pikrotoksiini ei sitoudu kuitenkaan samaan kohtaan GABA:n kanssa, vaan sen 
sitoutumiskohta on kloridikanavassa tai sen läheisyydessä, jonka vuoksi se estää 
kloridikanavan toiminnan. (ks. kohta 4.3). Spesifisiä GABAA-antagonisteja on kehitetty 
isoguvakiini GABA muskimoli THIP P4S
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reseptoritutkimuksen apuvälineeksi, joista esim. tritioitua SR 95531 molekyyliä (ks. 
kuva 7) käytetään standardi GABAA-reseptoriligandina (Frolund ym. 2002).  
 
 
 
Kuva 7. GABAA-antagonistien bikukuliinin ja SR 95531:n rakenne (Frolund ym. 2002). 
 
4.2 Bentsodiatsepiinien sitoutumispaikkaan sitoutuvat yhdisteet 
 
Bentsodiatsepiinijohdannaiset ovat GABAA-reseptorin allosteerisiä säätelijöitä ja ne 
sitoutuvat α- ja γ-alayksiköiden välissä olevaan bentsodiatsepiinireseptoriin (ks. kuva 5) 
(Ernst ym. 2003). Tästä aiheutuva reseptorin konformaation muutos lisää GABA:n 
affiniteettia reseptoriin ja endogeenisen GABA:n vaikutus voimistuu. Näin ollen ne 
toimivat allosteerisinä agonisteina. Bentsodiatsepiinijohdannaisia käytetään kliinisesti 
unilääkkeinä, antikonvulsantteina, anksiolyytteinä, rauhoittavina, lihaksia rentouttavina 
sekä preanesteettisina lääkkeinä. Klassisia kliinisessä käytössä olevia 
bentsodiatsepiinijohdannaisia ovat mm. alpratsolaami, nitratsepaami, diatsepaami, 
oksatsepaami, tematsepaami ja midatsolaami. Niiden pitkäaikaiseen käyttöön liittyy 
kuitenkin toleranssin ja riippuvuuden kehittymisen riski (Ashton 1991) ja 
bentsodiatsepiiniaddiktion hoitaminen on erittäin vaikeaa (Vorma ym. 2002).  
 
bikukuliini SR 95531
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Bentsodiatsepiinireseptoriin sitoutuvia allosteerisiä säätelijöitä, jotka vähentävät 
GABA:n indusoimaa kloridi-ionivirtaa, kutsutaan käänteisagonisteiksi. Niiden 
fysiologiset vaikutukset ovat päinvastaisia kuin agonistien eli ne aiheuttavat mm. 
kouristuksia ja ahdistusta (Sieghart 2006). Tunnettuja bentsodiatsepiinireseptorin 
käänteisagonisteja ovat jotkut β-karboliinijohdokset, kuten esim. DMCM (metyyli-6,7-
dimetoksi-4-etyyli-β-karboliini-3-karboksylaatti). 
Bentsodiatsepiinireseptoriantagonistilla flumatseniililla ei puolestaan ole vaikutusta 
GABA-reseptorin toimintaan suoraan, mutta se estää agonistinien tai käänteisagonistien 
sitoutumista ja niiden välittämien vasteiden syntymistä. 
 
Koska bentsodiatsepiinien sitoutumispaikka on α- ja γ-alayksiköiden välissä, näillä 
alayksiköillä on vaikutusta bentsodiatsepiinien sitoutumiseen ja farmakologiseen 
vaikutukseen. Useimmat klassiset bentsodiatsepiinit sitoutuvat samalla affiniteetilla α1-, 
α2-, α3- ja α5-alayksikön omaaviin αβγ2-reseptoreihin (Ogris ym. 2004). Näiden teho 
eri reseptorialatyyppien toiminnan säätelyssä kuitenkin vaihtelee (Hevers ja Lüddens 
1998), joka voi olla seurausta siitä, että yhdiste voi olla yhdessä reseptorialatyypissä 
”täysi agonisti”, mutta toisessa reseptorialatyypissä vain ”osittaisagonisti”. On jopa 
mahdollista, että agonisti voi toisessa reseptorialatyypissä toimia antagonistina tai 
käänteisagonistina. Tämä voi selittää eroavaisuuksia klassisten bentsodiatsepiinien 
kliinisissä vasteissa.  
 
Bentsodiatsepiinien kaltaisista unilääkkeistä imidatsopyridiiniryhmään kuuluva 
tsolpideemi, pyratsolopyrimidiiniryhmään kuuluva tsaleploni sekä anksiolyyttinen β-
karboliiniryhmään kuuluva abekarniili sitoutuvat korkealla affiniteetilla α1βγ2-
reseptoreihin ja keskisuurella affiniteetilla α2- ja α3-reseptoreihin (Korpi ym. 2002a; 
Olsen ja Sieghart 2008). Tsolpideemin affiniteetti α5βγ2-reseptoreihin on hyvin 
alhainen. 
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Reseptorit, joissa kombinoituvat α4- tai α6-alayksikkö β- ja γ2-alayksiköiden kanssa 
eivät sido klassisia bentsodiatsepiiniagonisteja (Korpi ym. 2002a). Tämä johtuu siitä, 
että histidiiniaminohappotähde on korvautunut α4- ja α6-alayksiköissä arginiinitähteellä 
(Wieland ym. 1992). Bentsodiatsepiiniantagonisti flumatseniili ja osittainen 
käänteisagonisti Ro 15-4513 sitoutuvat kuitenkin korkealla affiniteetilla näihin 
reseptoreihin.  
 
β-alayksikkö on välttämätön kloridikanavan muodostumiselle, mutta tällä alayksiköllä 
ei ole kuitenkaan suurta vaikutusta bentsodiatsepiinien sitoutumisherkkyyteen 
(Hadingham ym. 1993). γ2-alayksikkö aiheuttaa suuremman 
bentsodiatsepiiniherkkyyden kuin γ1-alayksikkö (Khom ym. 2006). Jotkut 
bentsodiatsepiinit sitoutuvat myös αβγ3-reseptoreihin, mutta näiden reseptorien 
selektiivisyys eri bentsodiatsepiineja kohtaan eroaa αβγ2-reseptoreista (Sieghart 1995). 
 
α-alayksikön vaikutusta GABAA-reseptorissa diatsepaamin aiheuttamiin fysiologisiin 
vasteisiin on tutkittu mutanttihiirikantojen [α1(H101R), α2(H101R), α3(H101R), 
α5(H101R)] avulla. Näille hiirille on aiheutettu geenimutaatio, jolloin tietyn α-
alayksikön histidiiniaminohappotähde korvautuu arginiinilla, joka estää diatsepaamin 
sitoutumisen kyseiseen reseptorialatyyppiin. α1βγ2-reseptorit säätelevät sedatiivisia, 
anterogradista amnesiaa aiheuttavia ja antikonvulsiivisia vaikutuksia (Rudolph ym. 
1999; McKernan ym. 2000). Diatsepaamin anksiolyyttinen vaikutus välittyy α2βγ2-
reseptorien kautta ja korkeammalla reseptorimiehityksellä myös α3βγ2-reseptorien 
kautta (Löw ym. 2000; Dias ym. 2005; Yee ym. 2005). α3-poistogeeniset hiiret 
ilmensivät hyperdopaminergistä fenotyyppiä, joka viittaa GABAergisen kontrollin 
osuuteen psykoottisten oireiden synnyssä (Yee 2005). Lihaksia relaksoiva vaikutus 
ilmenee α1-, α2-, α3- ja α5-alayksikön sisältävien αβγ2-reseptorien säätelemänä (Löw 
ym. 2000; Crestani ym. 2001). Hippokampuksen ekstrasynaptiset α5βγ2-reseptorit 
näyttäisivät vaikuttavan oppimis- ja muistitapahtumiin, kuten pelkoehdollistumiseen 
(Crestani ym. 2002). On kuitenkin vielä epäselvää, vastaavatko nämä jyrsijämalleilla 
saadut reseptorialatyyppiselektiiviset vaikutukset täysin ihmisillä esiintyviä vaikutuksia.  
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α4/6βδ-reseptorit ovat insensitiivisiä bentsodiatsepiineille. Näiden alatyyppien on 
kuitenkin havaittu sitovan Ro 15-4513:sta, flumatseniilia ja joitain β-karboliineja 
(Hanchar ym. 2006; Wallner ym. 2006). 
 
4.3 TBPS:n ja pikrotoksiinin sitoutumispaikka 
 
TBPS ja pikrotoksiini ovat konvulsiivisia aineita, jotka sitoutuvat GABAA-reseptorin 
kloridikanavaan, tai lähelle sitä, estäen kloridi-ionien virtauksen (Korpi ym. 2002a). 
GABA vähentää [35S]TBPS:n sitoutumista ja GABAA-antagonistit puolestaan kumoavat 
tämän vaikutuksen. GABA:n [35S]TBPS:n sitoutumista vähentävä vaikutus korreloi 
hyvin ionikanavan aktiivisuuden ja sen läpi kulkevan kloridi-ionien (esim. 36Cl-) määrän 
kanssa. Tätä voidaan käyttää biokemiallisena GABAA-reseptorin toiminnan osoituksena 
tutkittaessa aivosolukalvohomogenaatti- tai aivoleikenäytteillä GABAA-reseptorin 
aktiivisuutta. 4-[3H]propyyli-4'-etynyylibisyklo-ortobentsoaatti ([3H]EBOB) sitoutuu 
samaan kohtaan kuin [35S]TBPS ja myös sitä käytetään GABAA-reseptorien 
aktiivisuuden määrittämisessä solukalvonäytteissä. Myös useat hyönteismyrkyt, kuten 
avermektiini ja fenyylipyratsoli fibroniili, samoin kuin absintin aktiivinen ainesosa α-
tujoni, estävät GABAA-reseptoreiden toimintaa sitoutumalla reseptorin ionikanavaan. 
 
4.4 Barbituraattien vaikutukset GABAA-reseptoreissa 
 
Sedatiiviset barbituraatit kuten pentobarbitaali ja fenobarbitaali voimistavat GABA:n 
vaikutusta pidentämällä kloridikanavan aukioloaikaa (Study ja Barker 1981). Ne eivät 
vaikuta kanavan aukiolotaajuuteen tai kloridi-ionivirran suuruuteen. Korkeilla yli 50 
mikromolaarisilla pitoisuuksilla barbituraatit pystyvät avaamaan kloridikanavan ilman 
GABA:n vaikutusta (Sieghart 1995). Sedatiiviset barbituraatit parantavat [3H]GABA:n, 
[3H]muskimolin ja [3H]flunitratsepaamin sitoutumista, kun taas konvulsiiviset 
barbituraatit parantavat [35S]TBPS:n sitoutumista. Tämä viittaa siihen, että 
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barbituraattien sitoutumispaikka on eri kuin GABA:lla, bentsodiatsepiineillä tai 
TBPS:llä. Pentobarbitaali moduloi myös homo-oligomeerisiä GABAA-reseptoreita 
(α,β,γ tai δ), joten sitoutumispaikan konformaatio ei vaikuttaisi olevan 
alayksikkökoostumuksesta riippuvainen.  
 
4.5 Neurosteroidit ja anesteetit  
 
Useat sedatiiviset neurosteroidit, kuten alfaksaloni, allopregnanoloni ja 
deoksikortikosteroni lisäävät GABA:n aiheuttamaa kloridivirtaa alhaisilla 
nanomolaarisilla pitoisuuksilla, eli ne toimivat positiivisina allosteerisinä 
modulaattoreina (Sieghart 1995; Belelli ja Lambert 2005). Ne pystyvät kuitenkin 
avaamaan kloridikanavan ilman GABA:a korkeilla yli 1 μM pitoisuuksilla. Tämä viittaa 
siihen, että neurosteroideilla on ainakin kaksi erilaista sitoutumispaikkaa GABAA-
reseptoreissa. Ne kasvattavat sekä kanavan aukioloaikaa että taajuutta (Peters ym. 
1988). Sedatiiviset neurosteroidit parantavat [3H]muskimolin ja [3H]flunitratsepaamin 
sitoutumista ja vähentävät [35S]TBPS:n sitoutumista (Sieghart 1995). 
Sitoutumiskokeiden perusteella voidaan päätellä, että barbituraatit ja neurosteroidit eivät 
kilpaile samasta sitoutumispaikasta. Näin ollen niiden sitoutumispaikka on 
todennäköisesti joku muu kuin barbituraattien, GABA:n ja bentsodiatsepiinien. 
Stereoselektiivinen vaikutus viittaa kuitenkin siihen, että neurosteroidit vaikuttavat 
spesifisen sitoutumispaikan välityksellä, eikä epäspesifisesti solukalvovuorovaikutusten 
avulla (Sieghart 1995; Belelli ja Lambert 2005). On myös steroideja, jotka toimivat 
GABAA-reseptoreissa nonkompetitiivisina antagonisteina (Majewska 1992). Tällaisia 
ovat mm. pregnenoloni sulfaatti ja dehydroepiandrosteroni (DHEAS). Nämä estävät 
GABA:n inhibitorisia vaikutuksia. Ei kuitenkaan tiedetä, sitoutuvatko ne eri paikkoihin 
kuin GABA:n vaikutuksia lisäävät neurosteroidit.  
 
Vaikka anesteetteja on käytetty vuosikymmeniä, niiden tarkka vaikutusmekanismi on 
edelleen selvittämättä. Eri kemiallisiin luokkiin kuuluvat anesteetit moduloivat 
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GABAA-reseptoreiden kautta välittyviä vaikutuksia (Rudolph ja Antkowiak 2004). 
Hengitettävistä anesteeteista isofluraani, enfluraani ja halotaani sekä yleisistä 
anesteeteista klometiatsoli ja propofoli parantavat GABA:n inhibitorisia vaikutuksia. 
β3-alayksikkö GABAA-reseptorissa näyttäisi olevan oleellinen anesteettien kliinisten 
vaikutusten kannalta (Jurd ym. 2003; Lambert ym. 2005; Liao ym. 2005). On myös 
tutkimuksia, jotka viittaavat siihen, että GABAA-reseptorit eivät ole anesteettien 
päävaikutuskohde, vaan vaikutukset tulevat monien eri vaikutuskohteiden kautta 
(Pittson ym. 2004). Esimerkiksi GABA-antagonistilla ei voida kumota isofluraanin 
inhibitorista vaikutusta juurikaan, mutta kuitenkin pääosa propofolin vaikutuksesta. 
 
 
5. FAASINEN JA TOONINEN INHIBITIO - SYNAPTISET JA 
EKSTRASYNAPTISET GABAA-RESEPTORIT 
 
5.1 Faasinen inhibitio 
 
Faasinen synaptinen neurotransmissio on oleellinen aivojen viestinvälitystapa, jossa 
aktiopotentiaalin saapuminen presynaptiseen hermopäähän johtaa kalsiumin 
sisäänvirtaukseen ja välittäjäainerakkuloiden fuusioitumiseen solukalvoon sekä 
välittäjäaineiden vapautumiseen synapsirakoon. Välittäjäainemolekyylien diffuusio 
synapsiraon läpi ja niiden sitoutuminen postsynaptisiin reseptoreihin johtaa vasteeseen 
postsynaptisessa hermosolussa. GABA:n tapauksessa sitoutuminen GABAA-
reseptoreihin johtaa kloridikanavien aukeamiseen ja yleensä kloridi-ionien virtaamiseen 
postsynaptiseen hermosoluun ja hyperpolarisaatioon eli inhibitorisen postsynaptisen 
potentiaalin kehittymiseen.  
 
GABAA-reseptorivälitteinen synaptinen neurotransmissio on nopeaa ja tarkkaan 
säädeltyä, jossa pieni määrä (kymmenestä muutamaan sataan) postsynaptisia 
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reseptoreita altistuu korkealle millimolaariselle (1-10 mM) GABA-pitoisuudelle lyhyen 
ajan ja osassa reseptoreista GABA:n sitoutuminen avaa ionikanavat lähes 
samanaikaisesti (Mody ym. 1994). Faasiselle inhibitiolle on tyypillistä postsynaptisten 
reseptorien lyhyt altistumisaika GABA:lle. Faasisen inhibition nopean alkamisen ja 
loppumisen avulla luodaan aivojen hermoverkkojen rytminen ja synkronoitu aktiviteetti 
(Wang ja Buzsaki 1996; Traub ym. 1998; Huntsman ym. 1999). 
 
5.2 Synaptiset reseptorit 
 
α(1-3)-alayksikön kombinoituminen β- ja γ-alayksikön kanssa on ajateltu johtavan 
pääosin synaptisen reseptorin muodostumiseen (Belelli ja Lambert 2005). γ2-alayksikön 
läsnäolo johtaa yleensä synaptisen reseptorin muodostumiseen, mutta β3-alayksikkö 
lisää todennäköisyyttä liikkuvan ja/tai ekstrasynaptisen reseptorin muodostumiseen 
(Danglot ym. 2003; Jacob ym. 2005). Postsynaptisen reseptorin muodostumiselle on 
havaittu olevan oleellista γ2-alayksikön lisäksi gefyriini nimisen proteiinin vaikutus 
(Alldred ym. 2005), joka ankkuroi reseptorin aktiini ja mikrotubulus- vuorovaikutusten 
avulla postsynaptiselle solukalvolle (Giesemann ym. 2003). Gefyriinillä ei ole 
kuitenkaan suoria vaikutuksia γ2-alayksikön kanssa, joten ankkuroitumisen mekanismi 
on toistaiseksi epäselvä (Jacob ym. 2008).  
 
5.3 Tooninen inhibitio 
 
Nopean faasisen neurotransmission lisäksi on havaittu hitaampaa ja pitkäkestoisempaa 
toonista neurotransmissiota, jossa neuronien synapsien ulkopuolisilla alueilla olevat 
GABAA-reseptorit (peri- ja ekstrasynaptiset reseptorit) aukeavat sattumanvaraisesti. 
Kypsissä neuroneissa tooninen GABAA-reseptoriaktivaatio havaittiin ensimmäisen 
kerran rotan pikkuaivojen jyvässoluissa sähköfysiologisissa mittauksissa (Kaneda ym. 
1995). Myöhemmissä tutkimuksissa GABA-välitteistä toonista inhibitiota on havaittu 
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hippokampuksen pykäläpoimun jyvässoluissa, tietyissä hippokampuksen CA1 alueen 
estävissä interneuroneissa, talamuksessa, neokortikaalisen alueen 2/3 kerroksen 
pyramidaalisoluissa ja interneuroneissa sekä striatumin estävissä GABAergisissä 
neuroneissa (Nusser ja Mody 2002; Porcello 2003; Semyanov ym. 2003; Drasbek ja 
Jensen 2006; Szabadics ym. 2007; Ade ym. 2008). Toonisen inhibition on havaittu 
vähentävän hermosolujen eksitaatiota (Hamann ym. 2002). Se vaikuttaa erityisesti 
lähellä eksitaation kynnysarvoa, jolloin aktiopotentiaalin muodostuminen vaikeutuu 
(Pavlov ym. 2009).  
 
Synapsien ulkopuolisen GABA-pitoisuuden on arvioitu olevan 0,2-2 μM, joka ei ole 
riittävä aktivoimaan useimpia synaptisia reseptoreita (Caraiscos ym. 2004a; 
Mtchedlishvili ja Kapur 2006). Toonisen inhibition on usein arveltu tapahtuvan 
alhaisella GABA-pitoisuudella, joka on peräisin synapseista ”ylivuotavasta” GABA:sta 
(Cavelier ym. 2005). On kuitenkin mahdollista, että tooninen inhibitio ja synapseista 
”ylivuotavan” GABA:n aiheuttama inhibitio ovat erillisiä ilmiöitä ja ne tapahtuvat eri 
reseptoripopulaation kautta (Bright ym. 2011). Ekstrasynaptiseen GABA-pitoisuuteen 
vaikuttaa synapseista diffuntoituvan GABA:n lisäksi GABA kuljetusproteiinien 
toiminta (GAT-2 ja BGT-1 astrosyyteissä ja GAT-1 hermopäätteessä) sekä GABA:n 
vapautuminen astrosyyteistä bestrofiini-1 kanavan kautta (Bricley ja Mody 2012).  
 
5.4 Ekstrasynaptisen reseptorit 
 
Synapsien ulkopuolisia reseptoreita löytyy solujen soomaosista, dendriiteistä ja myös 
aksoneista (Soltesz ym. 1990). δ-alayksikön omaavat reseptorit ovat todennäköisesti 
vain synapsien ulkopuolisilla alueilla hermosoluissa (Nusser ym. 1998; Fritschy ja 
Brunig 2003; Wei ym. 2003). Pikkuaivojen jyvässoluissa δ kombinoituu α6β-
alayksiköiden kanssa ja etuaivoissa, talamuksessa sekä hippokampuksessa α4β-
alayksiköiden kanssa (Jechlinger ym. 1998; Pirker ym. 2000; Pöltl ym. 2003). δ-
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alayksikkö saattaa kombinoitua myös α1β kanssa hippokampuksen ja neokorteksin 
interneuroneissa (Glykys ym. 2007; Oláh ym. 2009).  
 
Vaikka kaikissa synaptisissa reseptoreissa on γ2-alayksikkö, osa γ2-reseptoreista löytyy 
myös ekstrasynaptisilta alueilta. Näiden merkitys on kuitenkin epäselvä, koska 
todennäköisesti ekstrasynaptisilla alueilla vallitsevat alhaiset mikromolaariset GABA-
pitoisuudet eivät ole riittäviä aktivoimaan useimpia γ2-reseptoreita. α5-reseptorit 
sijaitsevat pääasiassa ekstrasynaptisilla alueilla (Fritschy ym. 1998; Brünig ym. 2002). 
Radixin niminen proteiini ankkuroi α5-alayksiköt sitoutumalla eksrasynaptisen alueen 
F-aktiiniin (Loebrich ym. 2006). α5βγ-reseptorit säätelevät hippokampuksen 
pyramidaalisolujen CA1 ja CA3 alueiden ja korteksin 5 kerroksen hermosolujen 
toonista inhibitiota (Caraiscos ym. 2004a; Glykys ja Mody 2007; Yamada ym. 2007). 
On myös esitetty, että korkean affiniteetin αβ-reseptorit voisivat säädellä toonista 
inhibitiota, koska nämä reseptorit saattavat aueta ilman agonistin vaikutusta (Birnir ym. 
2000; Mortensen ja Smart 2006). αβ-reseptoreiden esiintymisestä in vivo ei ole 
kuitenkaan vielä riittävästi näyttöä. 
 
Ekstrasynaptisille δ-reseptoreille on tyypillistä suurempi affiniteetti GABA:a ja myös 
monia muita agonisteja kohtaan (esim. muskimoli ja THIP), hitaampi ja pienempi 
epäherkistymistaipumus sekä nopeampi deaktivaatioaika kuin synaptisilla reseptoreilla 
(Haas ja Macdonald 1999; Banks ja Pearce 2000; Brown ym. 2002; Yeung ym. 2003; 
Lagrange ym. 2007; Mortensen ym. 2010). THIP aiheuttaa merkittävästi suuremman 
enimmäisvasteen α4β3δ-reseptoreiden kautta kuin GABA (Brown ym. 2002). α1β3δ/γ2-
reseptoreilla tehdyissä kokeissa GABA:n havaittiin aiheuttavan noin 5-kertaa 
lyhyemmän aukioloajan δ-reseptoreilla kuin γ2-reseptoreilla (Fisher ja Macdonald 
1997). Myös α4βδ/γ2-reseptoreilla tehdyissä kokeissa GABA aktivoi voimakkaammin 
γ2-reseptoreita kuin δ-reseptoreita (Akk ym. 2004). Vaikka GABA:n affiniteetti on 
suurempi δ-alayksikön sisältäviä GABAA-reseptoreita kohtaan kuin γ-alayksikön 
sisältäviä, sen teho on kuitenkin niissä heikompi, eli se toimii osittaisagonistina δ-
reseptoreissa.  
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Ekstrasynaptisten reseptoreiden lukumäärään nähden vain pieni osa reseptoreista 
aktivoituu yhtä aikaa (Nusser ym. 1995; Kasugai ym. 2010). Tämä viittaa siihen, että 
joko reseptorimiehitys on hyvin alhainen tai suuri osa reseptoreista on epäherkistynyt 
(Bricley ja Mody 2012). δ-reseptoreiden onkin todettu epäherkistyvän sekä 
huoneenlämmössä että fysiologisessa lämpötilassa (Mortensen ym. 2010; Bright ym. 
2011). Eri agonistien aiheuttama epäherkistyminen saattaa kuitenkin vaihdella. 
Muskimolin on arveltu aiheuttavan vähemmän δ-reseptoreiden epäherkistymistä 
verrattuna GABA:an ja THIP:iin (Mortensen ym. 2010).  
 
 
6. EKSTRASYNAPTISTEN GABAA-RESEPTOREIDEN MERKITYS 
SAIRAUKSISSA JA FYSIOLOGISISSA HÄIRIÖTILOISSA 
 
6.1 Unihäiriöt 
 
Talamus kontrolloi viestien kulkua aistielimistä isoaivokuorelle (Sejnowski ja Destexhe 
2000). Unen aikana aistielimistä tulevan informaation kulku estyy, mutta talamo-
kortikaalinen aktiivisuus jatkuu muokaten tietoa muistiin tallennettavaksi. Katkeamaton 
koko yön kestävä uni koostuu pinnallisista ja syvistä unijaksoista, joilla on oma 
tyypillinen aivosähkökäyränsä (EEG). Vilkeunen- eli REM-unen (rapid eye movement) 
aikana aivojen sähköinen toiminta muistuttaa valvetilan toimintaa, kun taas syvän unen 
aikana toiminta hidastuu, joka havaitaan EEG-käyrässä hitaana rytmisenä 
aktiivisuutena. GABAA-reseptoreilla on merkittävä rooli tämän talamo-kortikaalisen 
rytmisen aktiivisuden säätelyssä ja niiden kautta vaikuttavia sedatiivisia lääkeaineita 
bentsodiatsepiineja sekä tsolpideemiä on käytetty kauan unettomuuden hoidossa 
(Wafford ja Ebert 2008). Näiden ongelmana on kuitenkin toleranssin ja riippuvuuden 
kehittyminen sekä kognitiivisen suorituskyvyn heikkeneminen hereillä ollessa.  
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Talamuksen tooninen GABAerginen toiminta on edellytyksenä syvälle unelle, joka 
havaitaan EEG:ssa hitaana 1-4 Hz taajuisena rytmisenä aktiivisuutena (Cope ym. 2005; 
Bright ym. 2007). Syvässä unessa talamuksen GABA-pitoisuus on korkeampi kuin 
REM-univaiheessa tai hereillä (Kekesi ym. 1997). Gaboksadoli (THIP) on 
ekstrasynaptisten δ-reseptorien kautta selektiivisesti vaikuttava lääkeaine (Brown ym. 
2002; Stórustovu ja Ebert 2005). Rotilla gaboksadoli pidentää annoksesta riippuvaisesti 
syvän unen jaksoja (Lancel 1997; Lancel ja Langebartels 2000). Myös ihmisillä 
gaboksadolin on havaittu parantavan unen laatua ilman, että lääke vaikuttaisi seuraavan 
päivän suorituskykyyn (Faulhaber ym. 1997; Mathias ym. 2001; Mathias 2005). 
Samanlaisia tuloksia on saatu myös muskimolilla ja GABA:n takaisinotonestäjällä 
tiagabiinilla, mikä viittaa vahvasti siihen, että suoralla GABAA-agonistilla voitaisiin 
välttää bentsodiatsepiinien aiheuttamaa unen laadun heikkenemistä ja siitä aiheutuvaa 
seuraavan päivän suorituskyvyn laskua (Lancel ym. 1998). Gaboksadolilla 
aikaansaadussa unessa EEG on merkittävästi erilainen kuin bentsodiatsepiineillä 
(Lancel 1999). Bentsodiatsepiinit vähentävät syvän unen jaksoja, toisin kuin 
gaboksadoli. 
 
Moneen neurobiologiseen häiriöön, kuten Parkinsonin tautiin ja masennukseen, liittyy 
unihäiriöitä. Muutokset talamo-striataali-kortikaaliradan ekstrasynaptisten GABAA-
reseptoreiden toiminnassa voivat olla tämän taustalla. Parkinsonin taudissa unihäiriöt 
ovat yleinen oire motoristen oireiden lisäksi jo taudin alkuvaiheessa (Chaudhuri ja 
Naidu 2008). Motoriikkaa säätelevä striatumin caudate-putamen alueen 
dopaminergisten hermosolujen tuhoutuminen on yhdistetty Parkinsonin taudin oireisiin. 
Tämä alue ilmentää erittäin paljon ekstrasynaptisia α4βδ-reseptoreita, jotka toimivat 
dopamiini reseptoreita (D1) ilmentävien hermosolujen toonisina säätelijöinä (Ade ym. 
2008; Kirmse ym. 2008). Dopaminergisen säätelyn häviäminen nostaa striatumin 
GABA-pitoisuuksia Parkinsonin taudissa (Kish ym. 1986). Tämä saattaa olla 
Parkinsonin taudin unihäiriöiden taustalla. 
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6.2 Lisääntymishormoneihin liittyvät psykiatriset häiriöt 
 
Neurosteroidit ovat erittäin tehokkaita GABAA-reseptoreiden säätelijöitä (Chisari ym. 
2010). Alfaksaloni oli ensimmäinen synteettinen neurosteroidi, jolla havaittiin 
GABAergisiä vaikutuksia (Harrison ja Simmonds 1984). Pian tämän jälkeen 
huomattiin, että munasarjahormonin progesteronin metaboliitti allopregnanoloni ja 
stressihormonin metaboliitti deoksikortikosteroni ovat voimakkaita barbituraatin 
kaltaisina GABAA-ligandeja (Majewska ym. 1986). Neurosteroidien on havaittu 
vaikuttavan sekä synaptisten että ekstrasynaptisten GABAA-reseptoreiden välityksellä 
(Belelli ym. 2002). Alhaisilla nanomolaarisilla pitoisuuksilla neurosteroidien 
todennäköinen vaikutuskohde on kuitenkin δ-reseptorit (Belelli ym. 2002; Stell ym. 
2003). GABA toimii δ-reseptoreissa vain osittaisagonistina, mutta neurosteroidit 
tehostavat GABA:n vaikutusta (Chisari ym. 2010). Tämän vuoksi neurosteroidien 
vaikutus tulee esiin nimenomaan δ-reseptoreissa, sillä muissa reseptoreissa GABA on 
ilman neurosteroidien vaikutustakin tehokas agonisti (Brickley ja Mody 2012).  
 
Aivojen neurosteroiditasot muuttuvat kuukautiskierron ja stressihormonien 
vaikutuksesta (Bricley ja Mody 2012). Kuukautisia edeltävien mielialahäiriöiden 
premenstruaalinen syndrooman (PMS) ja tätä vaikeamman muodon premenstruaalisen 
dysforisen häiriön (PMDD) taustalla on pitkään ajateltu olevan muutokset 
steroidihormonien tasoissa. Eläimillä on havaittu, että hippokampuksessa δ-
reseptoreiden määrä kasvaa ja γ2-reseptorien määrä vähenee estrussyklin korkean 
progesteronipitoisuuden vaiheessa (Maguire ym 2005; Maguire ja Mody 2007). Samoin 
pykäläpoimun jyvässoluissa δ-alayksikkömäärä kasvaa yhdessä progesteronitason 
kanssa ja tämä johtaa toonisen inhibition kasvuun sekä ahdistuksen ja 
kouristusherkkyyden vähenemiseen. 
 
Synnytyksen jälkeinen aika on herkkä mielialahäiriöiden kehittymiselle. 
Ekstrasynaptisten reseptoreiden määrässä ja allopregnanolonin määrässä on havaittu 
26 
 
olevan epätasapainoa hiirien synnytyksen jälkeisen masennustilan aikana (Maguire ja 
Mody 2008). Raskauden aikana progesteronitasot kasvavat yli 100-kertaiseksi, joten 
myös sen metaboliitin allopregnanolonin pitoisuus kasvaa merkittävästi. Raskauden 
aikana δ-reseptoreiden määrä vähenee todennäköisesti kompensatoristen mekanismien 
kautta, jotta lisääntynyt neurosteroidipitoisuus ei aiheuttaisi sedatiivisia vaikutuksia 
odottavalle äidille. Synnytyksen jälkeen neurosteroidipitoisuudet putoavat äkisti, jolloin 
pitoisuus ei ole riittävä ylläpitämään riittävää toonista inhibitiota vähentyneiden δ-
reseptoreiden kautta. δ-reseptoreiden toipumisen viivästyminen hiirillä aiheutti niille 
vakavaa depression kaltaista käytöstä ja jälkeläisten syöntiä. Tämä käytös väheni 
selektiivisen δ-reseptori-agonistin gaboksadolin vaikutuksesta. Hiirillä on havaittu 
muutoksia δ-reseptorien ilmentämisessä myös puberteetin aikana, joka saattaa olla 
syynä tähän vaiheeseen liittyvään stressiperäisten häiriöiden kehittymisen riskin 
lisääntymiseen (Shen ym. 2007).  
 
6.3 Epilepsia 
 
GABAA-reseptoreiden toiminnassa on havaittu muutoksia useissa eri epilepsiatyypeissä 
(Macdonald ym. 2010). Useat eri antiepileptisen lääkkeet, jotka nostavat GABA-tasoja, 
vaikuttavat sekä synaptisten että ekstrasynaptisten reseptoreiden kautta (kohta 7.1). δ-
alayksikkögeenissä oleva mutaatio on yhdistetty joihinkin perinnöllisiin 
epilepsiatyyppeihin ihmisillä (Dibbens ym. 2004; Mulley ym. 2005). 
Temporaalilohkoepilepsian hiirimalleihin liittyy muutoksia hippokampuksen toonisessa 
inhibitiossa (Zhang ym. 2007). Naisilla kuukautiskiertoon liittyvän epilepsiatyypin 
hoitoon on kehitteillä (kliinisissä kokeissa) neurosteroidianalogi ganaksoloni (ks. kohta 
7.3.4). Todennäköisesti sen vaikutus välittyy juuri δ-reseptorien kautta, koska niiden 
välittämän toonisen inhibition on havaittu muuttuvan estrussyklin eri vaiheissa 
(Maguire ym. 2005). Toonisen inhibition parantaminen ei ole hyödyllistä kaikissa 
epilepsiatyypeissä. Esimerkiksi poissaolokohtaukset lisääntyvät δ selektiivisen agonistin 
gaboksadolin vaikutuksesta (Fariello ja Golden 1987). Jyrsijämalleissa toonisen 
inhibition kasvu talamuksessa lisää epileptisten poissaolokohtauksien esiintymistä 
27 
 
(Cope ym. 2009). Myös tigabiini ja vigabatriini pahentavat poissaolokohtauksia 
ihmisillä (Perucca ym. 1998).  
 
6.4 Oppimis- ja muistihäiriöt 
 
Oppimisen ja muistamisen edellytyksenä on aivojen kiihdyttävän välittäjäaineen 
glutamaatin toiminta ja sen aiheuttama pitkäaikaisvahvistuminen (long term 
potentiation; LTP) (Bliss ja Lomo 1970). Glutamaatilla on ratkaiseva merkitys aivojen 
plastisuuden säätelyssä. GABAerginen inhibitio puolestaan heikentää glutamaatin 
aiheuttamaa plastisuutta (Wigströn ja Gustafsson 1983). Alhaiset annokset GABA-
antagonistia, pikrotoksiinia, ovat lievittäneet oppimis- ja muistihäiriöitä Alzheimerin 
taudin ja Downin syndrooman hiirimalleissa (Fernandez ym. 2007; Yoshiike ym. 2008). 
α5βγ2 selektiivisten antagonistien ja α5 poistogeenisten hiirien avulla on havaittu tämän 
reseptorialatyypin toiminnan vaikuttavan muisti- ja oppimistapahtumien 
vaikeutumiseen (Collinson ym. 2002; Crestani ym. 2002; Yee ym. 2004; Atack 2010). 
 
6.5 Neuroprotektio aivovammojen yhteydessä 
 
Tooninen inhibitio suojaa aivosoluja vaurioitumiselta. Esimerkiksi striatumin 
hermosolujen tuhoutuminen kinoliinihapon tai NMDA reseptoriaktiivisuuden 
seurauksena on suurempaa δ-poistogeenisillä hiirillä kuin villityypin hiirillä 
(Santhakumar ym. 2010). Lisäksi villityypin hiirillä, mutta ei δ-poistotogeenisillä 
hiirillä, muskimoli vähensi aivosolujen turvotusta aivovaurion yhteydessä. Myös 
kortikaalisessa aivohalvausmallissa vaurioalue kasvoi, kun tooninen inhibitio väheni 
käänteisagonistin vaikutuksesta (Clarkson ym. 2010). Tämä viittaa toonisen inhibition 
suojaavaan vaikutukseen akuuteissa aivovaurioissa, jota voidaan mahdollisesti 
hyödyntää tulevaisuuden lääkekehityksessä (Brickley ja Mody 2012). Toisaalta aivojen 
plastisuus on erittäin tärkeää jo tapahtuneista aivovaurioista toipumisen kannalta. 
28 
 
Kognition parantamiseen kehitettävät lääkeaineet (ks. kohta 7.3.1) voivat olla 
hyödyllisiä myös tässä tarkoituksessa (Brickley ja Mody 2012).  
 
6.6 Etanolin vaikutukset ja riippuvuus 
 
Siitä huolimatta, että alkoholi (etanoli) on eniten käytetty psykoaktiivinen aine, sen 
molekulaariset vaikutusmekanismit ovat toistaiseksi huonosti tunnettuja (Kumar ym. 
2009). Rekombinanttireseptoreilla tehdyissä kokeissa α4, α6 tai α1 ja β2 tai β3 
alayksiköitä sisältävien αβδ reseptoreiden aktivaatio lisääntyi etanolin vaikutuksesta 
(Sundström-Poromaa ym. 2002; Wallner ym. 2003). Myös natiiveilla hermosoluilla on 
havaittu etanolin vaikuttavan δ-reseptoreiden toimintaan stimuloivasti (Fleming ym. 
2007; Liang ym. 2007; Santhakumar ym. 2007; Jia ym. 2008). Useassa 
rekombinanttireseptoreilla tehdyssä tutkimuksessa näitä vaikutuksia ei ole kuitenkaan 
pystytty osoittamaan, joka on herättänyt epäilystä ekstrasynaptisten δ-reseptorien 
osuudesta etanolin kliinisissä vaikutuksissa (Borghese ym. 2006; Yamashita ym. 2006; 
Korpi ym. 2007; Baur ym. 2009). Hiirikokeissa etanolin aiheuttamia 
käyttäytymismuutoksia ei ole voitu osoittaa suoraan δ-reseptoreiden kautta välittyviksi, 
vaikka δ-poistogeenisillä hiirillä onkin saatu erilaisia käyttäytymisvasteita kuin 
villityypin hiirillä (Mihalek 2001; Linden ym. 2011). δ-reseptorivaikutukset voivat 
välittyä kuitenkin myös epäsuorasti esimerkiksi parantamalla vesikulaarisen GABA:n 
vapautumista tai lisäämällä neurosteroidien synteesiä (Carta ym. 2004; Sanna ym. 
2004).  
 
Eläinkokeissa aivojen akkumbens-tumakkeen toiminta on liitetty alkoholin ja muiden 
aineiden, kuten amfetamiinin, kokaiinin ja dopamiiniagonistien itse-
annostelukäyttäytymiseen. Tämän alueen δ-reseptorien ilmentämisen vähentäminen 
RNA interferenssin avulla vähensi rottien alkoholimieltymystä (Nie ym. 2011). Lisäksi 
pitkäaikainen alkoholin väärinkäyttö muuttaa GABAA-reseptorien ilmentämistä, joka on 
todettu sekä eläinmalleissa että ihmisillä postmortem aivonäytteissä (Kumar ym. 2009). 
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Tulevaisuudessa ekstrasynaptisten GABAA-reseptorien osuuden ymmärtäminen 
alkoholin väärinkäytön ja riippuvuuden kehittymisessä voi johtaa parempien 
lääkeaineiden kehittämiseen tämän ongelman hoidossa. 
 
 
7. EKSTRASYNAPTISIIN RESEPTOREIHIN VAIKUTTAVAT LÄÄKEAINEET 
 
7.1 Kliinisessä käytössä olevat lääkeaineet  
 
Useat kliinisesti käytössä olevat aivojen GABA-pitoisuutta nostavat lääkeaineet 
vaikuttavat todennäköisesti myös aivojen tooniseen inhibitioon. Gabapentiiniä 
käytetään aikuisten paikallisalkuisten epilepsiakohtauksien estoon, alkoholin 
vieroituksen apuna ja unihäiriöiden hoitoon (Ehrenberg 2000; Beghi 2010; Anton ym. 
2011). Alun perin sen oletettiin toimivan GABA-mimeettinä, mutta sen todellinen 
vaikutusmekanismi on edelleen epäselvä. Se saattaa nostaa aivojen GABA-pitoisuutta 
GABA:n synteesiä parantavan vaikutuksen avulla (Maneuf ym. 2003). Vigabatriinia 
puolestaan käytetään infantiili spasmien ja vaikeahoitoisen paikallisalkuisen epilepsian 
hoitoon (Tolman ja Faulkner 2009). Se aiheuttaa kuitenkin joillekin ihmisille 
näkökenttäpuutoksia (Chiron ja Dulac 2011). Vigabatriini nostaa aivojen GABA-
pitoisuutta estämällä palautumattomasti GABA-transaminaasin toimintaa, eli estämällä 
GABA:n hajoamista keskushermostossa. Tiagabiini nostaa aivojen GABA-pitoisuutta 
estämällä GABA-transporttereiden, erityisesti GAT-1:n, toimintaa. Sitä käytetään 
paikallisalkuisten epilepsiakohtauksien estoon, sekä yleistyneen ahdistuneisuushäiriön 
ja paniikkihäiriön hoitoon (Pollack ym. 2005). Pregabaliini nostaa aivojen GABA-
pitoisuutta parantamalla glutamaattidekarboksylaasi-entsyymin (GAD) toimintaa. 
Pregabaliinia käytetään epilepsialääkkeenä, neuropaattisen ja fibromyalgia kivun sekä 
yleistyneen ahdistuneisuushäiriön hoitoon (Tassone ym. 2007).  
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Hengitettävien anesteettien vaikutusmekanismit ovat vielä epäselviä, ja ne voivat 
vaikuttaa monen eri mekanismin kautta aivojen toimintaan. On kuitenkin mahdollista, 
että hengitettävien anesteettien vaikutukset tulevat pääasiassa ekstrasynaptisten 
GABAA-reseptorien säätelemänä. Talamuksen neuroneista, joilla on merkittävä rooli 
uni-valvetilan säätelyssä, noin 30 % sisältää α4-alayksikön (Sur ym. 1999). 
Talamuksessa δ-alayksikkö kombinoituu α4β-alayksiköiden kanssa ja α4βδ-reseptorit 
säätelevät toonista inhibitioita (Jechlinger ym. 1998; Pirker ym. 2000; Pöltl ym. 2003). 
Isofluraanin on havaittu aiheuttavan talamokortikaalisissa neuroneissa kloridi-ionin 
potentiaalia lähellä olevan sähkövirran (Jia ym. 2008). Tämä pystyttiin estämään 
selektiivisen GABA-antagonistin gabatsiinin avulla ja vaste puuttui myös α4 
poistogeenisiltä hiiriltä. Myös hippokampuksen pyramidaalisolujen α5-alayksikön 
sisältävien ekstrasynaptisten reseptorien välittämä tooninen inhibitio lisääntyy jo 
alhaisilla isofluraanipitoisuuksilla (Caraiscos ym. 2004b). Kotani ja Akaike (2012) 
päätyivät tutkimuksessaan johtopäätökseen, että halotaani, enfluraani, isofluraani ja 
sevofluraani parantavat konsentraatiosta riippuvaisesti ekstrasynaptista inhibitioita, 
mutta vaikutus ei tule suoran reseptorivaikutuksen kautta, vaan todennäköisemmin 
GABA:n määrän lisääntymisen kautta esim. hermopäätteestä vapautuvan GABA:n 
määrän lisääntymisen tai GABA:n takaisinoton vähenemisen takia. 
 
Fensyklidiini ja ketamiini ovat molemmat aineita, jotka aiheuttavat dissosiatiivisen 
anestesian, joka eroaa muiden anesteettien aiheuttamasta anestesiasta (Hevers ym 
2008). Ne ovat nonkompetitiivisia NMDA reseptorin salpaajia, minkä arvellaan 
aiheuttavan niiden analgeettiset ja psykoaktiiviset vaikutukset (esim. hallusinaatiot). 
Ketamiini aiheuttaa kuitenkin syvemmän keskushermostolaman kuin fensyklidiini. 
Heversin kumppaneineen tekemän tutkimuksen perusteella tämä johtuu todennäköisesti 
ketamiinin selektiivisestä α6βδ-reseptoreita aktivoivasta vaikutuksesta, jota ei havaittu 
fensyklidiinillä. 
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7.2 Kehitetyt lääkeaineet, jotka eivät ole kliinisessä käytössä 
 
THIP kehitettiin alun perin lääkeaineeksi epilepsian, Huntingtonin taudin, skitsofrenian, 
akuutin kivun sekä ahdistuksen hoitoon ja lääkeaine nimettiin gaboksadoliksi 
(Kroggaard-Larsen ym. 2002). Se on selektiivinen agonisti δ-reseptoreita kohtaan ja γ2-
reseptoreissa se toimii vain osittaisagonistina (Mortensen 2010). Gaboksadoli 
osoittautui hyväksi vaihtoehdoksi unettomuuden hoitoon bentsodiatsepiinien 
korvaajaksi (ks. 6.1 unihäiriöt). Kliinisissä kokeissa (faasi III) gaboksadoli kuitenkin 
aiheutti osalle potilaista haittavaikutuksina hallusinaatioita ja sekavuutta, jonka takia 
sen kehitys unilääkkeeksi lopetettiin (Bricley ja Mody 2012). Potentimpia δ-
reseptoriselektiivisiä lääkeaineita on kuitenkin kehitteillä unettomuuden hoitoon 
(Wafford ym. 2009).  
 
Alfaksaloni (5α-pregnan- 3α-ol-11,20 dioni) on ensimmäinen kehitetty synteettinen 
neurosteroidi (Harrison ja Simmonds 1984). Se toimii useimpien GABAA-reseptorien 
positiivisena allosterisena säätelijänä, mutta sen vaikutus välittyy kuitenkin 
voimakkaammin δ-reseptorien kautta, joten se parantaa selektiivisesti toonista 
inhibitiota (Brickley ja Mody 2012). Sitä käytettiin anesteettina ja rauhoittavana aineena 
pitkäaikaisessa tehohoidossa olevilla potilailla (Stewart ym. 1983). Sen kliininen käyttö 
ihmisillä lopetettiin vehikkelinä käytetyn Cremophor EL:in aiheuttamien 
komplikaatioiden takia (Brickley ja Mody 2012). Tämän jälkeen siitä kehitettiin uusi 
formulaatio, jota käytetään laajasti anesteettina eläinkirurgiassa. 
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7.3 Kehitteillä olevia aineita 
 
7.3.1 Kognition parantajat 
 
Koska α5βγ2-reseptorin aktivaation estämisen on todettu parantavan oppimista ja 
muistia, tavoitteena on ollut kehittää α5-alayksikköä kohtaan selektiivinen αβγ2 
bentsodiatsepiinien sitoutumispaikan käänteisagonisti (Collinson ym. 2002; Crestani 
ym. 2002; Yee ym. 2004; Atack 2010). α5 selektiivisyydellä saavutetaan oppimista ja 
muistia parantava vaikutus, mutta vältetään epäselektiivisyydestä johtuvat 
sivuvaikutukset, kuten ahdistus ja kouristuskynnyksen lasku (ks. taulukko 2). 
 
Taulukko 2. Yhteenveto agonistien ja käänteisagonistien vaikutuksista eri α-alayksikön 
omaavien αxβγ2 GABAA-reseptoreiden kautta (Knust ym. 2009). 
Agonismi GABAA αxβγ2 Käänteisagonismi 
kognitiivisen 
suorituskyvyn lasku 
α5 Kognitiivisen suorituskyvyn parantuminen 
sedaatio α1 konvulsaatio 
anksiolyysi α2 anksiogeeninen vaikutus 
anksiolyysi α3 anksiogeeninen vaikutus 
 
L-655,708 (ks. kuva 8) on potentti α5-GABAA-reseptoreiden osittaiskäänteisagonisti, 
joka vähentää toonista inhibitiota (Quirk ym. 1996). Sillä on 100-kertaa suurempi 
affiniteetti α5-reseptoreita kohtaan kuin α1-reseptoreita (Casula ym. 2001). Se parantaa 
kognitiivista suorituskykyä ilman kouristuksia aiheuttavaa vaikutusta, mutta se aiheuttaa 
kuitenkin ahdistusta (Navarro ym. 2002). Tämän vuoksi sen ei ole ajateltu sopivan 
käytettäväksi ihmisillä.  
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Kuva 8. L-655,708-molekyylin rakenne; R=CH3- (Quirk ym. 1996). 
 
α5IA (kuva 9a) ja sitä läheisesti muistuttava molekyyli 3-tert-butyyli-7-(5-metyyli-
isoksatsoli-3-yyli)-2-(1-metyyli-1H-1,2,4-triatsoli-5-yylimetoksi)pyratsolo[1,5-
d][1,2,4]triatsiini (kuva 9b) ovat selektiivisiä α5-GABAA-reseptorin bentsodiatsepiinien 
sitoutumispaikan käänteisagonisteja (Chambers ym. 2003; Sternfeld ym. 2004). 
Molemmat aineet parantavat eläinmalleissa oppimista ja muistia, eikä niiden ole todettu 
aiheuttavan konvulsiivisia tai anksiogeenisia vaikutuksia (Chambers ym. 2003; Dawson 
ym. 2006). Ihmisillä suoritetuista kokeista ei ole kuitenkaan vielä juuri tietoa, paitsi 
α5IA vähensi alkoholin aiheuttamaa amneesiaa terveillä vapaaehtoisilla (Nutt ym. 
2007). 
 
  
Kuva 9a. α5IA molekyylin rakenne (Sternfeld ym. 2004). 9b. 3-tert-butyyli-7(5-
metyyli-isoksatsoli-3-yyli)-2-(1-metyyli-1H-1,2,4-triatsoli-5-yylimetoksi)pyratsolo[1,5-
d][1,2,4]triatsiinin rakennekaava (Chambers ym. 2004). 
 
RO4882224 ja RO4938581 (kuva 10) ovat uudempia selektiivisiä α5-
käänteisagonisteja, jotka molemmat on valittu kliinisiksi kandidaattimolekyyleiksi 
jatkokehitystä varten (Knust ym. 2009). Ne valittiin usean johtomolekyylin joukosta 
tarkempiin farmakologisiin käyttäytymiskokeisiin sopivan farmakokineettisen 
profiilinsa ansioista. Sekä jyrsijöillä että apinoilla tehdyt kokeet osoittivat selvää muistia 
A B 
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ja oppimiskykyä parantavaa vaikutusta. RO4938581:llä tehdyissä eläinkokeissa ei 
lisäksi havaittu anksiogeenisia eikä konvulsiivisia vaikutuksia. Sekä sitoutumiskokeiden 
ja käyttäytymiskokeiden antamien tuloksien perusteella aineet ovat selektiivisiä α5-
reseptoreita kohtaan, joka tekee niistä lupaavia kandidaattimolekyylejä kongnition 
parantamiseen ilman epätoivottuja haittavaikutuksia. 
 
 
Kuva 10. RO4882224 (A) ja RO4938581(B) molekyylien rakenne (Knust ym. 2009). 
 
7.3.2 DS-1 ja DS-2 
 
DS-1 eli 4-kloro-N-[6,8-dibromo-2-(2-tienyyli)imidatsoli[1,2-a]pyridiini-3-yyli 
bentsamidi ja DS-2 eli 4-kloro-N-[2-(2-tienyyli)imidatso[1,2-a]pyridiini-3-yyli 
bentsamidiini (ks. kuva 11) ovat uudempia lääkeainekandidaatteja, jotka molemmat 
vaikuttavat selektiivisesti δ-reseptoreihin (Wafford ym. 2009). 
Rekombinanttireseptoreilla tehdyillä tutkimuksilla sekä DS-1 ja DS-2 aktivoivat 
selektiivisesti α4β3δ-reseptoreita (kontrolleina α4β3γ2 ja α1β3γ2). Elektrofysiologisissa 
mittauksissa DS-1:n on todettu aktivoivan suoraan α4β3δ-reseptoreita ja olevan 
selektiivisin ja potentein tunnettu agonisti näitä reseptoreita kohtaan, GABA ja 
gaboksadoli mukaanlukien. DS-1 on rakeenteeltaan kuitenkin hyvin erilainen, joten sen 
sitoutumispaikka on eri kuin GABA:lla ja gaboksadolilla. DS-2 puolestaan parantaa 
selektiivisesti α4β3δ-reseptorien säätelemää GABA vastetta, mutta se ei ole agonisti, 
vaan positiivinen allosteerinen säätelijä. DS-2 kasvattaa annosvasteisesti hiirien  
A B
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talamuksen neuronien toonista inhibitiota ja se on selektiivisin tunnettu positiivinen δ-
reseptorin allosteerinen säätelijä. 
 
Kuva 11. DS-1 ja DS-2 molekyylien rakenne. DS-1 on potentein tunnettu α4β3δ-
agonisti ja DS-2 on selektiivisin positiivinen GABAA- δ -reseptorin allosteerinen 
säätelijä (Wafford ym. 2009). 
 
7.3.3 XBD173 
 
δ-reseptorit saattavat olla myös parakriinisten neurosteroidien vaikutuspaikka (Bricley 
ja Mody 2012). Parakriiniset neurosteroidit syntetisoidaan toisessa solussa, kuten 
astrosyytissä, jonka jälkeen niiden on kulkeuduttava ekstrasellulaarisen tilan läpi 
viereisen solun vaikutuskohteeseensa. Astrosyyteissä neurosteroidien synteesiä säätelee 
mitokondriaalinen 18 kD translokaattori proteiini (TSPO; aiemmin mitokondriaalinen 
bentsodiatsepiinireseptori), mutta mitokondriaalista TSPO:a esiintyy myös 
hermosoluissa. TSPO sijaitsee mitokondrioiden ulkokalvolla, jossa se säätelee 
kolesterolin kuljetusta mitokondrion sisäkalvolle ja tätä kautta neurosteroidien synteesiä 
(Papadopoulos ym. 2006).  
 
XBD173 on TSPO-proteiinin ligandi, jolla on havaittu olevan anksiolyyttisiä ja 
paniikkia estäviä vaikutuksia sekä rottakokeissa että terveillä vapaaehtoisilla miehillä 
tutkittaessa (Rupprecht ym. 2009). XBD173:lla ei ollut havaittavissa sedatiivisia 
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vaikutuksia eikä kroonisessa annostelussa havaittu vieroitusoireita, toisin kuin 
alpratsolaamilla vieroitusoireita esiintyi jo 7 päivän käytön lopettamisen jälkeen. 
Kokeessa oli kuitenkin terveitä vapaaehtoisia henkilöitä, jotka saivat anksiogeenista 
neuropeptidiä CCK4:ää. Tästä ei voida suoraan päätellä aineen tehoa ahdistushäiriöitä 
hoidettaessa. XBD173 vaikutus tulee todennäköisesti endogeenisten neurosteroidien 
synteesin lisääntymisen kautta, jotka parantavat GABAergistä neurotransmissiota. 
Aineen havaittiin voimistavan GABAergistä neurotransmissiota rotan aivoleikkeissä, ja 
sen vaikutus pystyttiin kumoamaan neurosteroidien synteesiä estävällä finasteridillä. 
Endogeenista neurosteroidisynteesiä lisäämällä voidaan saada nopea anksiolyyttinen 
vaikutus (toisin kuin selektiivisillä serotoniinin takaisinoton estäjillä) ilman 
bentsodiatsepiinien sivuvaikutuksia. 
 
7.3.4 Ganaksoloni  
 
Neurosteroidianalogi ganaksoloni on kliinisissä kokeissa katameniaalisen epilepsian 
hoitoon (Brickley ja Mody 2012). Tämä epilepsian muoto esiintyy naisilla ja kohtaukset 
ilmaantuvat kuukautiskierron vaiheiden mukaan. Ganaksoloni on positiivinen 
allosteerinen säätelijä useimmissa GABAA-reseptoreissa, mutta se vaikuttaa 
voimakkaammin δ-reseptoreissa. Sen vaikutus välittyy siis selektiivisemmin toonisen 
inhibition kautta. 
 
 
8. YHTEENVETO  
 
Kasvava määrä tutkimustuloksia osoittaa ekstrasynaptisen korkean affiniteetin omaavan 
GABAA-reseptoripopulaation olemassa olon. Spesifisesti ekstrasynaptisilta alueilta 
löytyvien GABAA-reseptorien alayksikkökoostumukseksi on varmistumassa ainakin 
αβδ sekä α5βγ. Ekstrasynaptisilla GABAA-reseptoreilla on tärkeä merkitys aivojen 
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aktiivisuuden toonisena säätelijänä ja niiden toiminnan häiriintyminen on monien 
sairauksien taustalla. Unihäiriöt, hormonaalisen epätasapainon aiheuttamat 
neuropsykiatriset häiriöt (mm. PMS ja synnytyksen jälkeinen masennus), epilepsia, 
kognitiivisen suorituskyvyn heikkeneminen sekä aivovauriot ovat esimerkkejä 
sairauksista ja häiriöistä, joiden hoitoon ekstrasynaptisten GABAA-reseptorien kautta 
selektiivisesti vaikuttavat lääkeaineet voisivat tuoda merkittävää parannusta. 
Lääkeainekehityksen kohteena ovat tällä hetkellä sekä δ-selektiiviset GABAA-agonistit 
ja positiiviset modulaattorit, jotka parantavat aivojen toonista inhibitiota, että myös α5-
selektiiviset käänteisagonistit, jotka vähentävät toonista inhibitioita mutta parantavat 
kognitiivista suorituskykyä, oppimista ja muistia. 
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II KOKEELLINEN OSA - [3H]MUSKIMOLIN SITOUTUMISEN 
ASSOSIAATIO JA DISSOSIAATIO GABAA-RESEPTOREISSA 
 
 
1. JOHDANTO 
 
Radioisotoopilla leimattujen GABAA-reseptoriagonistien sitoutumisaffiniteeteissa eri 
GABAA-reseptorialatyyppeihin on havaittu eroja (Ebert ym. 1994; Krogsgaard-Larsen 
ym. 1994; Krogsgaard-Larsen ym. 2002; Mortensen ym. 2004). Myös 
sähköfysiologisissa mittauksissa agonistit ovat antaneet erilaisia vasteita eri 
reseptorialatyypeissä (Mortensen ym. 2010). Muskimolilla on havaittu olevan heikompi 
affiniteetti aivojen pääasialliseen GABAA-reseptorialatyyppiin α1β2γ2 verrattuna 
pikkuaivojen jyvässolujen α6β2γ2-alatyyppiin sekä erityisesti jyvässolujen soomaosiin 
lokalisoituviin α6β2δ-reseptoreihin (Quirk ym. 1995; Korpi ym. 2002b). Muskimolin on 
hiljattain havaittu olevan eräänlainen ”superagonisti” α6β2δ- ja α4β2δ-reseptoreissa ja 
lisäksi δ-alayksikön suhteen poistogeeniset (δKO) hiiret ovat osoittautuneet olevan 
huomattavasti epäherkempiä muskimolin aiheuttamille käyttäytymismuutoksille 
(Chandra ym. 2010). Tämä voi merkitä, että muskimolin vaikutukset välittyvät 
pääasiassa δ-reseptorialatyyppien kautta. 
 
[3H]Muskimolilla tehdyt sitoutumiskokeet ovat kuitenkin antaneet ristiriitaisia tuloksia. 
Aivosolukalvohomogenaateilla suoritetuissa kokeissa [3H]muskimolin sitoutuminen on 
samansuuruista lähes kaikilla aivoalueilla, kun taas autoradiografiakokeissa 
[3H]muskimolin sitoutuminen näyttäisi olevan voimakkainta δ-reseptoreita sisältävillä 
aivoalueilla. [3H]muskimolin affiniteettia eri reseptorialatyyppeihin on toistaiseksi 
määritetty mittaamalla radioligandin sitoutumista reseptoriin tasapainotilassa ja 
määrittelemällä ligandin tasapainovakio KD. Tämä arvo ei kuitenkaan kerro erikseen 
ligandin assosiaation ja dissosiaation nopeudesta, vaan sitoutumisen hanakkuudesta 
reseptoriin. 
39 
 
Erikoistyössäni tutkittiin [3H]muskimolin assosiaatiota ja dissosiaatiota GABAA-
rekombinanttireseptorialatyypeissä (α6β2δ, α6β2γ2, α6β2, α1β2δ, α1β2γ2 ja α1β2) sekä 
δ-poistogeenisten (δKO) ja villityypin (WT) hiirien etuaivo- sekä 
pikkuaivosolukalvohomogenaateilla. 
 
 
2. RESEPTORISITOUTUMISEEN VAIKUTTAVIA TEKIJÖITÄ 
 
2.1 Sitoutumiskinetiikka 
 
Aineen sitoutuessa reseptoriin muodostuu reseptori-ligandi kompleksi. Kun vapaita 
reseptoreita ja sitoutuvaa ligandia on läsnä, voidaan ohimenevää sitoutumista kuvata 
yhtälöllä 1, jossa k1 kuvaa sitoutumisnopeutta (assosiaationopeusvakio = kon) ja k-1 
ligandin irtoamisnopeutta (dissosiaationopeusvakio = koff).  
k1
k-1
R + L  RLYhtälö 1: 
 
Sitoutumisen määrä B (binding) kuvaa syntyneen reseptori-ligandikompleksin (RL) 
määrää. Usein se noudattaa massavaikutuksen lakia, jolloin sitä voidaan kuvata 
Langmuirin yhtälöllä (yhtälö 2), jossa Bmax on sitoutumispaikkojen kokonaismäärä, [L] 
on vapaan ligandin pitoisuus ja KD (dissosiaatiovakio) on sitoutumisaffiniteettia 
kuvaava tasapainovakio eli dissosiaationopeus- ja assosiaationopeusvakioiden suhde 
(yhtälö 3). KD kuvaa aineen sitoutumishanakkuutta ja mitä pienempi arvo on, sen 
hanakammin aine sitoutuu reseptoriin.  
 
Yhtälö 2:       B =  Bmax ൈ  ሾLሿ  ሾLሿ ൅ KD  
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Yhtälö 3:       KD =  
k-1
k1   
 
KD voidaan määrittää saturaatioanalyysin avulla kasvattamalla sitoutuvan ligandin 
pitoisuutta saturaatioarvoonsa, jolloin voidaan määrittää Bmax ja yhtälöstä 2 johdetun 
lineaarisen Scatchardin yhtälön (yhtälö 4) avulla saadaan määritettyä KD 
tasapainotilassa.  
 
Yhtälö 4:        
B 
ሾLሿ  = 
Bmax
KD  - 
B 
KD 
 
KD voidaan määrittää myös mittaamalla aineen, jonka pitoisuus ei ole saturoiva, 
sitoutumista ja irtoamista reseptorista ajan funktiona. Laskemalla dissosiaationopeus- ja 
assosiaationopeusvakiot saadaan määritettyä KD, joka on näiden suhde (yhtälö 3). 
 
2.2 Ionisten vuorovaikutusten merkitys  
 
Sekä GABA (pKa1 = 4,02 ja pKa2 = 10,35) että muskimoli (pKa1 = 4,8 ja pKa2 = 8,4) 
ovat kahtaisionimuodossa fysiologisessa pH:ssa (7,4) ja ionisten vuorovaikutusten on 
todettu olevan erittäin merkittävä tekijä GABAA-agonistien reseptorivuorovaikutuksissa 
(Krogsgaard-Larsen ym. 1979). Negatiivisen varauksen jakautuessa laajemmalle 
alueelle GABA-analogimolekyyleissä, molekyylien affiniteetti GABAA-reseptoriin on 
havaittu olevan heikompi (ks. kuva 1) 
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Kuva 1. Varausten arvioitu delokalisaatio kahtaisionimuotoisessa GABA, 
dihydromuskimoli, muskimoli, isomuskimoli ja 2-metyyli-atsamuskimoli-molekyylissä. 
Isomuskimolin ja 2-metyyli-atsamuskimolin affiniteetti GABAA-reseptoriin on 
huomattavasti pienempi kuin GABA:n, dihydromuskimolin ja muskimolin 
(Krogsgaard-Larsen ym. 1979). 
 
2.3 Korkean ja matalan affiniteetin sitoutumispaikat 
 
Aivoleikkeillä suoritetuissa sitoutumiskokeissa GABAA-reseptoreissa on havaittu 
olevan korkean ja matalan affiniteetin sitoutumispaikkoja GABA:lle ja muskimolille 
(Olsen ym. 1981). Matalan affiniteetin sitoutumispaikka näyttäisi olevan antagonistia 
suosiva muoto, koska se pystytään valikoidusti leimaamaan spesifisellä antagonistilla, 
kuten (+)bikukuliinilla (Olsen ja Snowman, 1983). Matalan ja korkean affiniteetin 
sitoutumispaikoilla on samanlainen spesifisyys eri lääkeaineille ja ne ovat 
immunologisesti samanlaisia (Olsen ym. 1984; De Blas ym. 1988). [3H]muskimolin 
sitoutumiskokeista on saatu hyvin erilaisia affiniteettiarvoja kokeesta riippuen, mutta 
useimmissa kokeissa on huomattu korkean affiniteetin (KD 2-3 nM) ja matalamman 
affiniteetin (KD = 30-70 nM) sitoutumispaikat (Beaumont ym. 1978; Leach ja Wilson 
1978; Snodgrass 1978; Wang ym. 1979; Williams ja Risley 1979). GABA:lle 
puolestaan korkean affiniteetin sitoutumispaikkojen dissosiaatiovakioksi (KD) on saatu 
jyrsijöiden aivoissa 4-16 nM ja matalan affiniteetin paikkojen 27-175 nM (Enna ja 
Snyder 1977; Wong ja Horng 1977). Pentobarbitaali kasvattaa korkean affiniteetin 
sitoutumispaikkojen määrää ja vähentää matalan affiniteetin paikkojen osuutta (Yang ja 
Olsen 1987). Vaikka varmuutta asiasta ei ole, todennäköisesti ainakin osa korkean- ja 
GABA dihydromuskimoli muskimoli 
isomuskimoli 2-metyyli-atsamuskimoli
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matalanaffiniteetin sitoutumispaikoista ovat saman reseptorin eri konformaatioita 
(Sieghart 1995). GABA:n fysiologiset vaikutukset välittyvät todennäköisesti erittäin 
matalan affiniteetin sitoutumispaikkojen kautta, koska GABA aktivoi kloridi-
ionikanavat vasta mikromolaarisilla pitoisuuksilla (Segal ja Barker 1984; Kardos ja 
Cash 1990). Matalan ja korkean affiniteetin reseptorikonformaatioihin liittyy vielä 
kuitenkin monia selvittämättömiä asioita, kuten onko niitä kaikissa reseptorialatyypeissä 
ja miten eri konformaatioiden säätely tapahtuu. 
 
 
3. MATERIAALIT JA METODIT 
 
3.1 Soluviljely ja rekombinanttireseptorien ilmentäminen 
 
3.1.1 HEK293 solulinja 
 
Työssä käytetyt rekombinanttireseptorit ilmennettiin HEK293 soluissa, joita kutsutaan 
myös lyhyemmin pelkiksi HEK (human embryonic kidney) soluiksi. Solulinja on luotu 
altistamalla ihmisalkion munuaissoluja tyypin 5 adenoviruksen DNA-fragmenteille 
(Graham ym. 1977) ja niitä on siitä asti käytetty erittäin paljon erilaisten 
rekombinanttiproteiinien tuottamiseen. HEK solujen suosio perustuu kasvatuksen 
helppouteen ja nopeuteen, sekä niiden kykyyn tuottaa isoja määriä hyvinkin erilaisia 
toiminnallisia rekombinanttiproteiineja (Thomas ja Smart 2005). HEK solut ilmentävät 
myös monia aivosoluissa luontaisesti esiintyviä solun sisäisiä signalointiproteiineja, 
jonka ansioista solut pystyvät tuottamaan erilaisia aivosolujen solukalvoproteiineja, 
kuten reseptoreita. 
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3.1.2 HEK solujen elvytys, kasvatus ja pakastus 
 
Soluviljelyissä kasvatusliuoksena käytettiin D-MEM-liuosta pH 7,0 (Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium, Gibco, Gaithesburg, MD, Yhdysvallat), johon lisättiin 10 % 
naudan sikiön seerumia (fetal bovine serum = FBS, Gibco, Gaithesburg, MD, 
Yhdysvallat) ja 50 000 yksikköä/l penisilliiniä sekä 50 mg/l streptomysiiniä (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, Yhdysvallat). HEK solut elvytettiin seerumikylpymenetelmällä 
siirtämällä juuri nestetypestä otettuja ja nopeasti sulatettuja soluja jääkylmän naudan 
sikiön seerumin (1,5 ml) päälle. Solut erotettiin seerumista sentrifugoimalla 2 minuuttia 
1600 kierrosta minuutissa (rpm), jonka jälkeen solupelletti suspensoitiin 2 ml:aan 
lämmintä (+37 ºC) kasvatusliuosta. Solususpensio siirrettiin kasvatusliuosta sisältävälle 
soluviljelymaljalle ja soluja kasvatettiin soluviljelykaapissa, jonka lämpötila oli +37 °C 
ja hiilidioksidipitoisuus 5 %, kunnes solut täyttivät 70–80 %:ia viljeltävästä pinta-alasta 
(2-3 vrk).  
 
Tämän jälkeen solut jaettiin kasvamaan 3-4 kertaa suuremmalle pinta-alalle 
soluviljelypulloon tai maljalle (Corning, New York, Yhdysvallat). Soluviljelyastiasta 
poistettiin vanha kasvatusliuos ja solut irrotettiin viljelyastian pohjasta hypertonisen 
suolaliuoksen avulla (40 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA ja 250 mM NaCl, pH 7,4). 
Viljelyastiaan lisättiin sitten tuoretta kasvatusliuosta ja solut irrotettiin toisistaan 
pipetoimalla edestakaisin. Liuokseen lisättiin tarvittava määrä tuoretta kasvatusliuosta, 
sekoitettiin tasaiseksi solususpensioksi ja siirrettiin solut suuremmalle pinta-alalle 
kasvamaan (+37 ºC, 5 % CO2). Keskimäärin kahdessa tai kolmessa vuorokaudessa solut 
olivat jälleen täyttäneet 70–80 % viljeltävästä pinta-alasta.  
 
Solulinjan jatkuvuuden varmistamiseksi soluja siirrettiin mahdollisimman alhaisessa 
jakolukuvaiheessa (passage) ampulleissa nestetyppeen. Solut irrotettiin hypertonisella 
suolaliuoksella viljelyastian pohjalta ja suspensoitiin kasvatusliuokseen. Suspensiota 
sentrifugoitiin 1600 rpm 3 min ja saostunut solupelletti suspensoitiin jääkylmään 
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pakastusliuokseen (D-MEM + 10 % FBS + 10 % dimetyylisulfoksidi; J.T. Baker, 
Austin, TX, Yhdysvallat) ja jaettiin 1 ml soluja ampulleihin (jäähauteella). Solut 
jäähdytettiin hitaasti typpihöyryssä nestetyppisäiliön telineessä yön yli, jonka jälkeen ne 
siirrettiin nestetyppisäiliöön.  
 
3.2 Plasmidi-DNA:n tuotto 
 
3.2.1 Plasmidien transformaatio 
 
Haluttu rotan reseptorialayksikkö-cDNA (α6, α1 β2, γ2 ja δ; Schofield ym. 1987; 
Shivers ym. 1989; Ymer ym. 1989; Lüddens ym. 1990) transformoitiin 
antibioottiresistenssigeenin sisältävän pRK5-plasmidin avulla kompetentteihin DH5α 
kannan E.coli bakteereihin. Plasmidiliuoksia siirrettiin 2 µl (pitoisuus 1-3 µg/µl) 
jäähauteella oleviin eppendorf-putkiin ja liuosten päälle lisättiin 50 µl kompetentteja E. 
coli soluja, jonka jälkeen niitä pidettiin jäähauteella 20 minuuttia. Tämän jälkeen tehtiin 
lämpöshokkikäsittely siirtämällä putket 42 °C lämpöiseen vesihauteeseen 90 sekunnin 
ajaksi, jonka jälkeen putket siirrettiin takaisin jäähauteeseen 5 minuutiksi. E. coli – 
bakteerit siveltiin ampisilliinia (10 mg/l) ja Luria broth (LB)-agaria (Biokar diagnostics, 
Beauvais, Ranska) sisältävälle kasvatusmaljalle (Sterilin, Newport, Englanti) 
kasvamaan 12 tunniksi +37 ºC lämpötilaan, jonka jälkeen maljalta siirrostettiin yksi 
pesäke 3 ml:aan ampisilliinia sisältävään LB-soluviljelyliuokseen (Yeast extract 5 g, 
Tryptone 10 g, NaCl 10 g ad. milli-Q- vesi 1 l; Becton Dickinson, New Jersey, 
Yhdysvallat) ja kasvatettiin 8 tuntia ravistelijassa (+37 ºC, 250 rpm). Tämän jälkeen 
bakteerit siirrettiin 200 ml:aan ampisilliinia sisältävään LB-kasvatusliuokseen ja 
kasvatettiin 12 tuntia (+37 ºC, 250 rpm). Kasvaneet bakteerit sentrifugoitiin erilleen 
kasvatusliuoksesta (6000 rpm, 20 min., +4 ºC), jonka jälkeen plasmidit eristettiin ja 
puhdistettiin.  
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3.2.2 Plasmidien eristys ja puhdistus 
 
Plasmidit eristettiin ja puhdistettiin Nucleo Bond Xtra-maxi Plasmid DNA Purification- 
kitin avulla valmistajan (Macherey-Nagel GmbH&CO.KG, Düren, Saksa) ohjeiden 
mukaisesti. Pelletti suspensoitiin resuspensioliuokseen ja solut hajotettiin 
natriumhydroksidi/natriumdodekyylisulfaatti (SDS) käsittelyllä, joka myös denaturoi 
proteiinit sekä kromosomaalisen että plasmidi DNA:n (deoksiribonukleiinihappo). 
Solujen hajotuksen jälkeen lisättiin kaliumasetaattia sisältävä neutralisointipuskuri, joka 
muuttaa SDS:n saostuvaksi kaliumdodekyylisulfaatiksi (KDS). Lisäksi proteiinit, 
kromosomaalinen DNA ja muut solun osat saostuvat, mutta plasmidi DNA puolestaan 
renaturoituu natiiviin superkierteiseen muotoonsa ja jää liuokseen. Liuos puhdistettiin 
solujäänteistä suodattamalla se puskurilla tasapainotetun suodattimen läpi. Suodattunut 
liuos valui anioninvaihtokolonniin, jossa DNA:n negatiivisesti varautunut fosfaattiosa 
sitoutui happamassa ympäristössä (pH 6,5) positiivisesti varautuneeseen 
funktionaaliseen metyyliaminoetanoli (MAE) ryhmään. Plasmidi-DNA eluoitiin 
kolonnista emäksisellä (pH 9,0) eluointipuskurilla ja liuos kerättiin sentrifuugiputkeen. 
Emäksisessä ympäristössä MAE -ryhmän varaus muuttuu neutraaliksi ja DNA irtoaa 
kolonnista. 
 
DNA saostettiin lisäämällä isopropanolia ja sekoittamalla (vortex), jonka jälkeen 
liuoksen annettiin seistä 2 minuuttia. Liuos sentrifugoitiin (13 000 rpm, +4 ºC, 20 
minuuttia) ja supernatantti poistettiin. Plasmidi-DNA pelletti liuotettiin 0,4 ml:aan 
steriiliä MQ-vettä ja lisättiin 0,8 ml 96 % etanolia sekä 0,12 ml 3 M natriumasetaattia 
(pH 5,2), jolloin DNA saostui. Tämän jälkeen sentrifugoitiin eppendorf-sentrifugilla 2 
minuuttia ja poistettiin supernatantti. Sentrifugoitiin uudestaan vielä hetki ja poistettiin 
loppu supernatantti. DNA-pelletti liuotettiin 500 µl:aan steriiliä milli-Q-vettä ja 
sentrifugoitiin, jolloin liuoksessa olevat veteen liukenemattomat epäpuhtaudet siirtyivät 
putken pohjalle. Supernatantti siirrettiin uuteen putkeen. Jokaista plasmidiliuosta 
siirrettiin 3 µl 97 µl:aan milli-Q-vettä konsentraation määrittämistä varten. Loput 
plasmidiliuoksista pakastettiin -20 ºC:een.  
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Liuosten DNA-pitoisuus määritettiin mittaamalla absorbanssi spektrofotometrillä 
(UV/VIS Spectometer Lambda 20, Perkin Elmer Inc., San Diego, CA, Yhdysvallat) 260 
nm aallonpituudella. Tässä aallonpituudessa 50 µg/ml plasmidi DNA:ta antaa 
absorbanssilukeman 1. 
 
3.3 Rekombinanttireseptorien tuottaminen 
 
3.3.1 HEK solujen transfektoiminen kalsiumfosfaattisaostusmenetelmällä 
 
HEK-solut transfektoitiin käyttämällä Lüddensin ja Korven modifioimaa 
kalsiumfosfaattisaostusmenetelmää (1997). Solut jaettiin pinta-alaltaan 78,5 cm2 
maljoille kolminkertaiseen pinta-alaan ja annettiin kasvaa noin vuorokauden ajan, 
jolloin solut peittivät noin 50 % maljan pinta-alasta. Transfektioliuos valmistettiin 
pipetoimalla 15 ml:n Falcon-putkeen ensin noin 15 µg (1:1 kutakin alayksikköä) 
plasmidi-DNA:ta maljaa kohden ja sitten lisäämällä tipoittain 1 ml steriliiliä vettä, 100 
µl 2,5 M CaCl2-liuosta (J.T. Baker, Austin, TX, Yhdysvallat) ja lopuksi 1 ml 2×BBS-
puskuriliuosta (BES-saliini-puskuri, pH 6,95–6,97). 2×BBS-liuos sisälsi 50 mM BES:a 
([N,N-bis[2-hydroetyyli]-2-aminoetaanisulfonihappo, Sigma-Aldrich, St Louis; MO, 
Yhdysvallat), 280 mM NaCl (Across organics, Geel, Belgia), 1,5 mM Na2HPO4:a (J.T. 
Baker, Austin, TX, Yhdysvallat) ja liuoksen pH säädettiin NaOH:lla (J.T. Baker).  
 
Tämän jälkeen liuos sekoitettiin hyvin kääntelemällä putkea rauhallisesti muutaman 
kerran. Liuoksen annettiin inkuboitua 90 sekuntia ja liuos tiputeltiin kasvatusliuosta 
sisältäville maljoille (5-6 maljaa/reseptorialayksikkökombinaatio) solujen päälle. Solut 
siirrettiin kasvamaan soluviljelykaappiin, jonka lämpötila oli +37 ºC ja 
hiilidioksidipitoisuus 3 %. 24 tunnin kuluttua vaihdettiin kasvatusliuos ja nostettiin 
kasvatuskaapin hiilidioksidipitoisuus 5 %:iin. Solut kerättiin 48 tunnin kuluttua 
transfektioista. 
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δ-alayksikköä koodaavan DNA:n määrän vaikutusta α6β2δ-rekombinanttireseptorien 
muodostumiseen testattiin vaihtelemalla δ-alayksikön suhteellista osuutta 
transfektioliuoksessa. Lisäksi tehtiin kaksi kontrollitransfektiota pRK5-plasmidilla (10 
μg), joka ei sisältänyt reseptorialayksikkö-cDNA:ta.  
 
3.3.2 Transfektiotehokkuuteen vaikuttavat tekijät ja kalsiumfosfaattisaostusliuosten 
optimointi 
 
Transfektioiden onnistumisen kannalta kriittisiä tekijöitä ovat 2xBBS-puskurin pH 
(optimi n. 6,95), soluviljelykaapin hiilidioksidipitoisuus ja maljalle laitettavan DNA:n 
määrä (Chen ja Okayama 1987). Myös kasvatusliuoksen koostumuksella voi olla 
merkitystä kalsiumfosfaattisaostuman muodostumiselle. Lisäksi solujen jakoluvulla on 
havaittu olevan vaikutusta transfektiotehokkuuteen. HEK solut alkavat usein kasvaa 
erittäin nopeasti, kun niitä on jaettu 20–30 kertaa ja tämän jälkeen ne transfektoituvat 
heikosti (Lüddens ja Korpi 1997; Thomas ja Smart 2005). 
 
Transfektioliuoksen tulee olla hieman hapan, jotta hienojakoinen DNA-
kalsiumfosfaattisaostuma muodostuu vähitellen kasvatusliuoksessa yön yli kasvatuksen 
aikana ja laskeutuu solujen päälle, josta solu toistaiseksi tuntemattomien mekanismien 
avulla pystyy ottamaan sen sisäänsä (Chen ja Okayama 2007). 
Kalsiumfosfaattisaostuman muodostumisnopeus riippuu transfektioliuoksen pH:sta. 
Koska transfektioliuoksen pH on erittäin kriittinen tekijä riittävän 
transfektiotehokkuuden saavuttamiseksi ja toisaalta pH-mittarien ja kalibrointipuskurien 
tarkkuus ei ole riittävä sadasosa pH yksiköiden mittaamiseen tarkasti, tehtiin neljä eri 
2×BBS-puskuria, joiden pH:t säädettiin niin, että mittari näytti arvoja 6,94, 6,95, 6,96 ja 
6,97 (WTW 526, Weilheim, Saksa, Hamilton Single Pore pH-elektrodi). Kyseiset 
puskurit testattiin transfektoimalla HEK-soluja GFP-plasmidilla (green fluorecent 
protein) 6 kuoppalevyillä (9,6 cm2) ja tarkastelemalla transfektoituneiden solujen 
määrää fluoresenssimikroskoopilla. Kokeessa transfektoitiin kaksi kuoppaa jokaisella 
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liuoksella ja lisättävien liuosten määrä suhteutettiin kuopan kokoon. (GFP-plasmidia 
1,25 µg, 125 µl steriiliä vettä, 12,5 µl 2,5 M CaCl2-liuosta ja 125 µl 2xBBS-puskuria 
kuoppaa kohden). Muuten transfektiot tehtiin samoin kuin isommilla maljoilla. Soluja 
tarkasteltiin 48 tunnin kuluttua transfektiosta fluoresenssimikroskoopilla (Olympus 
GmbH DP70, Hampuri, Saksa) fluoresenssi- ja näkyvän valon avulla ja arvioitiin 
kuinka suuri osuus soluista oli transfektoitunut (kuva 2). Tämän perusteella valittiin 
liuokset, joille pH mittari antoi lukemat 6,95 ja 6,96, varsinaisiin transfektioihin 
rekombinanttireseptorien tuottamiseen. 
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Kuva 2. HEK solujen transfektointi GFP-plasmidilla, 2×BBS liuoksen pH on 6,94-6,97. 
Soluja mikroskopoitiin fluoresenssi- (vasen) ja näkyvän valon (oikea) avulla 
pH 6,94 
 pH 6,95 
 pH 6,96 
 pH 6,97 
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3.3.3 Solujen keräys 
 
48 tunnin kuluttua transfektiosta solut kerättiin ja [3H]muskimolin sitoutumisaktiivisuus 
niihin mitattiin. Solut irrotettiin maljalta pipetoimalla 4 ml jääkylmää 50 mM Tris 
(Tris[hydroksimetyyli]aminometaani, MP Biomedicals, CA, Yhdysvallat) -sitraatti 
(Merck, Darmstadt, Saksa) -puskuria pH 7,4, johon oli lisätty 2 mM EDTA:a 
proteolyysiä edistävien ionien kelatoimiseksi. Samaa reseptorialayksikkökombinaatioita 
sisältävien maljojen solut yhdistettiin sentrifugiputkeen ja homogenisoitiin 
homogenisaattorilla 20 s (9500 rpm, Ultra-Turrax T25, IKA®-Werke GmbH&CO.KG, 
Staufen, Saksa). Homogenaatteja sentrifugoitiin 13 000 rpm 10 minuuttia (+4 ºC) ja 
kaadettiin supernatantti pois. Soluja pestiin vielä 15 ml:lla jääkylmää puskuria (sama 
kuin edellä) ja sentrifugoitiin sekä kaadettiin supernatantti pois. Lopuksi solut 
suspensoitiin kokeisiin tarvittavaan tilavuuteen 50 mM Tris-sitraattipuskuria pH 7,4 
(ilman EDTA:ta) ja homogenisoitiin pipetoimalla. Homogenaatista mitattiin 
sitoutumisaktiivisuus ja ne joko pakastettiin -70 ºC:een tai suoritettiin assosiaatio- tai 
dissosiaatiokoe juuri kerätyillä soluilla.  
 
3.4 Aivosolukalvohomogenaattien valmistaminen 
 
3-4 kuukauden ikäisten Sprague-Dawley rottien etuaivoista (Turun yliopisto) ja 3-12 
kuukauden ikäisistä villityypin- ja δ-poistogeenisten hiirien (C57 Black) etu- ja 
pikkuaivoista (Kalifornian yliopisto, Los Angeles, Yhdysvallat) valmistettiin 
aivosolukalvohomogenaatteja Squiresin ja Saederupin vuonna 1999 julkaiseman 
menetelmän modifikaatiolla.  
 
Etu- tai pikkuaivot otettiin syväjäästä ja siirrettiin jäillä olevaan sentrifugiputkeen. 
Aivonäyte homogenisoitiin jääkylmään 2 mM EDTA-10 mM Tris-HCl, pH 8,5-
liuokseen homogenisaattorilla 20 s (Ultra-Turrax). Pikkuaivot homogenisoitiin 5 ml:aan 
51 
 
ja etuaivot 20 ml:aan. Tämän jälkeen sentrifugoitiin 13 000 rpm 10 min +4 ºC ja 
kaadettiin supernatantti pois. Näytettä pestiin 3 kertaa 5 mM EDTA-10 mM Tris-HCl-
0,2 M NaCl, pH 8,5 –liuoksella (pikkuaivot 10 ml ja etuaivot 20 ml) uudelleen 
suspensoimalla aivonäyte pipetin avulla liuokseen ja sentrifugoimalla sekä kaatamalla 
liuos pois. Tämän jälkeen aivonäyte suspensoitiin jääkylmään veteen ja sentrifugoitiin. 
Solukalvoja pestiin vielä kerran 5 mM EDTA-10 mM Tris-HCl-0,2 M NaCl, pH 8,5 – 
liuoksella ja lopuksi suspensoitiin aivosolukalvot 50 mM Tris-sitraattipuskuriin, pH 7,4 
ja pakastettiin näyte -70 °C:een.  
 
Ennen sitoutumiskoetta aivosolukalvonäyte sulatettiin haaleassa vedessä, 
homogenisoitiin, sentrifugoitiin ja pestiin kerran 50 mM Tris-sitraattipuskurilla pH 7,4, 
jonka jälkeen solupelletti suspensoitiin haluttuun tilavuuteen näytepuskuria. 
 
Aivosolukalvojen proteiinipitoisuudet määritettiin lisäämällä 5-30 µg määritettävää 
näytettä 800 µl:aan milliQ-vettä, jonka jälkeen näytteisiin lisättiin 200 µl Bio-Rad 
protein assay –reagenssia (Coomassie Hercules, CA, Yhdysvallat). Absorbanssit 
mitattiin 595 nm aallonpituudella (UV/VIS Spectometer Lambda 20, Perkin Elmer). 
Näytteiden antamia absorbanssilukemia verrattiin naudan seerumin albumiinista (1 
mg/ml, Sigma-Aldrich) valmistettujen standardiliuosten (2,5–30 µg) antamiin 
absorbanssilukemiin ja laskettiin sen perusteella näytteiden proteiinipitoisuudet. 
 
3.5 [3H]Muskimolin sitoutumisen assosiaation ja dissosiaation mittaaminen 
 
Tritiumleimatun muskimolin sitoutumista reseptoreihin mitattiin sitoutumiskokeiden 
avulla koeputkissa samalla menetelmällä sekä rekombinanttireseptoreita ilmentäviä 
HEK-solukalvoja että aivosolukalvoja tutkittaessa. Totaalisitoutuminen määritettiin 
lisäämällä moniannostelijalla putkiin ensin 100 µl puskuria (50 mM Tris-sitraatti, pH 
7,4), sitten 100 µl solukalvohomogenaatteja ja lopuksi 100 µl 3x5 nM [3H]muskimolia 
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(Perkin Elmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA, Yhdysvallat; spesifinen 
aktiivisuus 22,46 Ci/mmol). Epäspesifistä sitoutumista mitattiin lisäämällä putkiin 
puskurin sijaan 100 µl 3x100 µM GABA:a (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 
Yhdysvallat), joka sitoutuu solukalvojen GABA:lle ja muskimolille spesifisiin 
sitoutumiskohtiin. Suuri ylimäärä (≥1000×) GABA:a verrattuna muskimoliin estää 
muskimolin sitoutumista spesifisiin sitoutumiskohtiin. Tällöin kaikki muskimolin 
sitoutuminen tapahtuu epäspesifisiin sitoutumispaikkoihin.  
 
Liuoksia inkuboitiin huoneenlämmössä välillä sekoittaen haluttuja aikoja (15 s – 15 
min), jonka jälkeen näytteet suodatettiin Brandel Cell Harvester-laitteistolla (malli M24, 
Gaithesburg, MD, Yhdysvallat) GF/B lasikuitusuodatinpaperille (Whatman 
International Ltd., Maidstone, Englanti). Suodatinta pestiin 2 kertaa 4-5 ml:lla 
jääkylmää pesupuskuria (50 mM Tris-sitraatti, pH 7,4). Suodatinpaperit siirrettiin 
tuikeputkiin ja niihin lisättiin 3 ml:aa Optiphase Highsafe III tuikenestettä (Wallac, 
Turku, Suomi). Sitoutuneen radioaktiivisen ligandin määrää mitattiin 
nestetuikelaskimella (1410, Wallac, Turku, Suomi). Spesifisen sitoutumisen määrä 
saatiin vähentämällä totaalisitoutumisesta epäspesifinen sitoutuminen.  
 
Dissosiaatiota mitattiin lisäämällä [3H]muskimolin esi-inkubaatioajan (15 min) jälkeen 
sekä totaali- että epäspesifiputkiin 4x100 µM GABA:a, joka esti dissosioituneen 
[3H]muskimolin sitoutumisen uudestaan. Tämän jälkeen näytteet suodatettiin 
eripituisten inkubaatioaikojen (15 s – 30 min) jälkeen ja käsiteltiin kuten 
assosiaatiokokeissa. 
 
Nestetuikelaskimen antamat DPM-lukemat (disintegration per minute) kertovat 
radioaktiivisten hajoamisten määrän minuutissa ja kuvaavat, kuinka paljon 
radioaktiivista ligandia on sitoutunut suodattimiin. DPM-lukemat muutettiin % 
kontrollista- tai fmol/mg proteiinia- arvoiksi Excel-taulukko-ohjelman (Microsoft 
Corporation, Redmond, WA, Yhdysvallat) avulla. Tilastolliset vertailut suoritettiin % 
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kontrollista- arvoista, koska villityypin ja δ-poistogeenisten hiirien 
aivosolukalvonäytteiden välillä oli suuria eroja [3H]muskimolin sitoutumisessa 
proteiiniyksikköä kohden. Myös yksilöiden väliset erot olivat kohtalaisen suuria. Näin 
ollen suhteuttamalla saadut DPM arvot eri aikapisteissä kokeen maksimi DPM arvoon 
saatiin parempi kuva [3H]muskimolin assosiaatiosta ja dissosiaatiosta ajan funktiona. 
Kuvaajat piirrettiin ja dissosiaatio- (koff) sekä assosiaationopeusvakiot (kon) laskettiin 
Prism ohjelmalla (versiot 4 ja 5, GraphPad Sofware Inc., San Diego, CA, Yhdysvallat). 
Tilastolliset analyysit tehtiin Prism ohjelmalla ja PASW Statistics tilasto-ohjelmalla 
(versio 17,0, SPSS Inc., Chigaco, IL, Yhdysvallat). 
 
Inkubaatiopuskurin vaikutusta [3H]muskimolin sitoutumiseen (assosiaatio ja 
dissosiaatio rotan etuaivomembraaneilla) testattiin viidellä eri puskuriliuoksella: 10 
mM, 50 mM ja 0,31 M Tris-sitraatti, 10 mM Tris-HCl sekä 10 mM Tris-HCl + 150 mM 
KCl (pH 7,4 kaikissa puskureissa). Pesupuskurina käytettiin 10 mM Tris-HCl + 150 
mM KCl -liuosta. Kuvaajat sekä tilastollinen vertailu tehtiin GraphPad Prism- ohjelman 
avulla (versio 5). 
 
 
4. TULOKSET 
 
4.1 Inkubaatiopuskurin vaikutus [3H]muskimolin sitoutumiseen 
 
Inkubaatiopuskurin sitraatti- ja kloridi-ionikonsentraation kasvu vähensi 
[3H]muskimolin sitoutumista rotan etuaivomemraaneihin (kuva 3a). Erojen tilastollinen 
merkitsevyys testattiin käyttämällä yksisuuntaista ANOVA:a ja jatkotestinä Tukeyn 
monivertailutestiä (F4,10=38,69; p<0,0001; n=3). Tämä viittaa siihen että 
inkubaatiopuskurin korkea ionivahvuus häiritsee muskimolin sitoutumista reseptoreihin. 
Eniten sitoutumista saatiin laimeilla (10 mM) Tris-sitraatti ja Tris-HCl-puskureilla. 
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Korven kumppaneineen (2002) julkaisemassa autoradiografiakuvassa (kuva 3b) 
[3H]muskimolin sitoutuminen on voimakkainta runsaasti δ-reseptoreja sisältävillä 
aivoalueilla. Erityisesti väkevässä Tris-sitraattipuskurissa sitoutumista havaitaan 
pääasiassa pikkuaivojen jyvässolukerroksissa. Tris-HCl-puskurissa kloridilisän kanssa 
tai ilman, [3H]muskimolin sitoutuminen puolestaan lisääntyy muihin aivoalueisiin. 
Tämän voisi helposti tulkita niin, että kloridi-ionit lisäävät muskimolin sitoutumista. 
Erikoistyössäni tehdyssä kokeessa kloridi-ionikonsentraation kasvu kuitenkin heikensi 
muskimolin sitoutumista. Tuloksen merkitystä pohditaan kohdassa 5.1. 
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Kuva 3a. Tris-sitraatti- ja kloridi-ionikonsentraation kasvu vähensi [3H]muskimolin 
sitoutumista rotan etuaivosolukalvoihin. Erojen tilastollinen merkittävyys testattiin 
käyttämällä yksisuuntaista ANOVA:a ja jatkotestinä Tukeyn monivertailutestiä 
(F4,10=38,69; p<0,0001, n=3). 
Kuva 3b. Autoradiografikuva [3H]muskimolin korkean affiniteetin sitoutumisesta 
aikuisten Sprague-Dawley rottien aivoleikkeisiin eri puskureissa (Korpi ym. 2002a) 
 
A B 
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Kuvassa 4 on esitetty [3H]muskimolin assosiaatio ja dissosiaatiokuvaajat rotan 
etuaivosolukalvohomogenaateilla suoritetuissa kokeissa eri inkubaatiopuskureissa. 
Inkubaatiopuskurilla ei ollut vaikutusta [3H]muskimolin assosiaatio- eikä 
dissosiaationopeuteen vaan ainoastaan maksimisitoutumisen määrään. 
Dissosiaatiokuvaajassa on selvästi havaittavissa nopean dissosiaation jälkeen erittäin 
hitaasti dissosioituva komponentti ja vielä 30 minuutin kohdalla [3H]muskimolia on 
noin 18 % sitoutuneena. 
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Kuva 4. [3H]Muskimolin assosiaatio ja dissosiaatio rotan etuaivosolukalvoilla eri 
puskureissa (n=4). 
 
4.2 [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio rekombinanttireseptoreista 
 
4.2.1 δ cDNA:n suhteellisen osuuden vaikutus  
 
α6β2δ-rekombinanttireseptorien dissosiaatiokuvaajissa ei havaittu merkittäviä eroja, 
kun transfektioliuosten sisältämää δ-cDNA:n suhteellista osuutta vaihdeltiin (kuva 5). 
Dissosiaatio oli huomattavasti nopeampaan kontrollitransfektiossa, jossa oli vain α6 ja 
β2 cDNA:ita (1:1). Suurempi osuus δ-cDNA:ta kuin 1:1:1 (α6:β2:δ) hidasti solujen 
kasvua, mutta ei lisännyt [3H]muskimolin sitoutumista, joten kokeet tehtiin α6:β2:δ-
suhteella 1:1:1. 
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Kuva 5. δ cDNA:n suhteellisen osuuden vaikutus [3H]muskimolin sitoutumisen 
dissosiaatioon (n=1). 
 
4.2.2 α6β2-reseptorit 
 
[3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatiokuvaajat α6β2-, α6β2γ2- ja α6β2δ-
rekombinanttireseptoreista on esitetty kuvassa 6. Tulokset ovat kolmessa erillisessä 
kokeessa olleiden kolmen rinnakkaisen näytteen keskiarvoja. 
Reseptorialayksikkökombinaatio vaikutti erittäin merkitsevästi [3H]muskimolin 
dissosiaationopeuteen (reseptorialatyypin vaikutus: F2,4 = 803,6; p < 0,0001; 
kaksisuuntainen ANOVA). Jatkotestinä käytettiin Tukey HSD monivertailua, jonka 
mukaan dissosiaatio α6β2- ja α6β2γ2-reseptoreista poikkesi erittäin merkitsevästi 
dissosiaatiosta α6β2δ-reseptorista (p < 0,0001). Myös dissosiaatiossa α6β2- ja α6β2γ2-
reseptoreista oli tilastollisesti merkitsevä ero (p < 0,021). α6β2δ-reseptoreissa 
[3H]muskimolin dissosiaatio oli kaikkein hitainta koff = 0,11 ± 0,01 min-1 (keskihajonnan 
keskivirhe, KA ± KKV) ja α6β2-reseptoreissa nopeinta koff = 1,45 ± 0,14 min-1. α6β2γ2-
reseptoreiden koff arvoksi saatiin 0,93 ± 0,07 min-1. Myös kaikki 
dissosiaationopeusvakiot poikkesivat tilastollisesti merkitsevästi toisistaan (p < 0,001, 
yksisuuntainen ANOVA, Tukeyn jatkotesti). 
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Kuva 6. [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio α6β2-, α6β2γ2- ja α6β2δ-
reseptoreista. δ-alayksikön läsnäolo reseptoreissa johti hidastuneeseen [3H]muskimolin 
dissosioitumiseen reseptoreista (koff = 0,11 ± 0,01 min-1 KKV) verrattuna α6β2- 
reseptoreihin (koff = 1,45 ± 0,14 min-1 KKV) ja α6β2γ2-reseptoreihin (koff = 0,93 ± 0,07 
min-1 KKV).  
 
Kuvassa 6 on esitetty [3H]muskimolin sitoutuneena oleva osuus eri aikapisteissä % -
arvoina kokonaissitoutumisesta 0 minuutissa. α6β2δ-reseptoreissa on selvästi suurempi 
osuus sitoutunutta [3H]muskimolia jäljellä eri aikapisteissä verrattuna α6β2- ja α6β2γ2-
reseptoreihin ja 30 minuutin kohdalla sitoutumista on vielä noin 10 % jäljellä, kun 
muissa reseptorityypeissä sitoutumista ei enää havaita.  
 
4.2.3 α1β2-reseptorit 
 
α1β2-reseptorien dissosiaatiokuvaajissa (kuva 7) nähdään γ2- ja δ-alayksiköiden 
aiheuttamat muutokset [3H]muskimolin dissosiaationopeudessa. Kaksisuuntaisella 
ANOVA:lla testattuna reseptorialayksikkökombinaatiolla oli erittäin merkitsevä 
vaikutus [3H]muskimolin dissosiaationopeuteen (reseptorialatyypin vaikutus: F2,6 = 
77,0; p < 0,0001). Tukey HSD jatkotestillä kaikkien reseptorikombinaatioiden 
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dissosiaatiossa oli erittäin merkitsevä ero keskenään (α1β2 vs. α1β2γ p = 0,001; α1β2 
vs. α1β2δ p = 0,003 ja α1β2γ2 vs. α1β2δ p < 0,0001). δ-reseptoreissa havaittiin jälleen 
kaikkein hitain dissosiaatio (koff = 0,12 ± 0,02 min-1 KKV), mutta α1β2γ2-reseptoreissa 
puolestaan dissosiaatio oli nopeinta (koff = 1,71 ± 0,12 min-1 KKV). α1β2-reseptoreille 
koff arvoksi saatiin 0,39 ± 0,05. Dissosiaationopeusvakioiden erot olivat tilastollisesti 
merkitseviä p < 0,001 (α1β2 vs. α1β2γ2 p < 0,01; α1β2γ2 vs. α1β2δ p < 0,001; α1β2 vs. 
α1β2δ ei tilastollisesti merkitsevää eroa; yksisuuntainen ANOVA, Tukeyn jatkotesti). 
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Kuva 7. [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio α1β2-reseptoreista. δ-alayksikön 
läsnäolo reseptorissa johtaa hidastuneeseen (koff = 0,12 ± 0,02 min-1 KKV) 
[3H]muskimolin dissosiaatioon, kun puolestaan γ-alayksikkö aiheuttaa nopean 
dissosioitumisen (koff = 1,71 ± 0,12 min-1 KKV). 
 
Kuvasta 7 nähdään että sitoutunutta [3H]muskimolia on vielä 30 minuutin kohdalla 
α1β2δ-reseptoreissa jäljellä noin 13 %, kun puolestaan α1β2 ja α1β2γ2 sitoutumista on 
jäljellä enää 2-3 %. Muissakin aikapisteissä α1β2δ-reseptoreissa sitoutuneen 
[3H]muskimolin osuus on kaikkein suurin ja α1β2γ2-reseptoreissa se on kaikkein 
pienin. Sitoutunutta [3H]muskimolia on eri aikapisteissä enemmän jäljellä α1β2-
reseptoreissa kuin α6β2- ja α6β2γ2-reseptoreissa (kuvat 6 ja 7). α1β2-reseptoreista 
[3H]muskimolin sitoutumisen dissosiaatio oli hitaampaa kuin α6β2- ja α6β2γ2-
reseptoreista. Yhdensuuntaisella ANOVA:lla (jatkotestinä Tukey) 
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dissosiaationopeusvakioiden erojen merkitsevyydeksi saatiin p <0,001 (α1β2 vs. α6β2) 
ja p < 0,05 (α1β2 vs. α6β2γ2). 
 
4.3 [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio etuaivosolukalvojen reseptoreista 
 
[3H]muskimolin sitoutumisen dissosiaatio oli merkitsevästi hitaampaa villityypin hiirten 
etuaivosolukalvohomogenaateissa verrattuna δ-alayksikköpoistogeenisiin hiiriin 
(genotyypin vaikutus: F1,6 = 75,2; p < 0,0001; kaksisuuntainen ANOVA). Tämä viittaa 
siihen, että [3H]muskimoli dissosioituu δ-alayksikön sisältävistä GABAA-reseptoreista 
hitaammin kuin muista reseptorialatyypeistä. Kuvassa 8 on villityypin ja δ-
poistogeenisten hiirten etuaivosolukalvohomogenaateilla suoritettujen 
dissosiaatiokokeiden perusteella tehdyt dissosiaatiokuvaajat.  
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Kuva 8. Kuvaajat [3H]muskimolin sitoutumisen dissosiaatiosta 
etuaivosolukalvonäytteissä (neljän erillisen kokeen kolmen rinnakkaisen näytteen 
keskiarvot ± KKV). WT= villityyppi ja δKO = δ poistogeeninen.  
 
Kuvasta 8 näkee sitoutuneena olevan [3H]muskimolin osuuden eri aikapisteissä. 
Villityypin hiirillä jäljellä olevan sitoutuneen [3H]muskimolin osuus on kaikissa 
aikapisteissä isompi kuin δ-poistogeenisillä hiirillä. 30 minuutin kohdalla sitoutunutta 
[3H]muskimolia on noin 10 % jäljellä villityypin hiirillä, kun taas δ-poistogeenisillä 
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hiirillä on enää noin 1 %. [3H]Muskimolin dissosiaationopeusvakioksi saatiin villityypin 
hiirillä 1,2 ± 0,22 min-1 ja δ-poistogeenisillä hiirillä 2,0 ± 0,23 min-1 (p < 0,01; 
parillinen t-testi). 
 
Kuvassa 9 on esitetty vastaavat dissosiaatiokuvaajat, jossa sitoutuneen [3H]muskimolin 
ainemäärä (fmol) on laskettu proteiiniyksikköä (mg) kohden. [3H]muskimolin 
sitoutumispaikkojen lukumäärässä oli kuitenkin suuret tasoerot villityypin- ja δ-
poistogeenisten hiirien aivosolukalvoissa. Tämän vuoksi prosentuaalisia osuuksien 
avulla on helpompi verrata ajan suhteen tapahtuvia muutoksia [3H]muskimolin 
sitoutumisessa. 
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Kuva 9. [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten 
hiirien etuaivosolukalvoihin (fmol/mg proteiinia).  
 
4.4 [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio pikkuaivosolukalvojen reseptoreista 
 
Pikkuaivosolukalvonäytteillä suoritetuissa dissosiaatiokokeissa tulokset olivat 
samansuuntaisia kuin etuaivosolukalvoillakin. [3H]muskimolin dissosiaatio villityypin 
hiirien pikkuaivosolukalvoista poikkesi merkitsevästi δ-poistogeenisten hiirien 
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dissosiaatiosta (genotyypin vaikutus: F1,4 = 13,70; p = 0,021; kaksisuuntainen 
ANOVA).  
 
[3H]Muskimolin dissosiaationopeusvakioiden ero oli tilastollisesti merkitsevä (WT koff 
= 0,38 ± 0,14 min-1 ja δKO koff = 1,07 ± 0,09 min-1 KKV; p < 0,01; parillinen t-testi). 
Kuvassa 10 on dissosiaatiokokeiden perusteella piirretyt dissosiaatiokuvaajat, jotka ovat 
kolmen erillisen kokeen kolmen rinnakkaisen näytteen keskiarvoja. Hiirien 
pikkuaivojen pienen koon takia yksi näyte sisälsi 3,5 pikkuaivoa, kun etuaivonäytteet 
sisälsivät vain yhden etuaivon.  
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Kuva 10. [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio pikkuaivo-solukalvoihin (n=3; 
kahden erillisen kokeen keskiarvot, joissa yhteensä kolme erillistä näytettä WT ja KO ja 
kaikista kolme rinnakkaista määritystä).  
 
Kuvista 8 ja 10 nähdään, että villityypin hiirillä 30 minuutin kohdalla on vähemmän 
sitoutunutta [3H]muskimolia jäljellä pikkuaivonäytteissä (4 %) kuin etuaivoissa (10 %). 
Villityypin hiirillä on kuitenkin jokaisessa aikapisteessä enemmän sitoutunutta 
[3H]muskimolia jäljellä verrattuna δ-poistogeenisiin hiiriin. 
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Kuvassa 11 on pikkuaivosolukalvohomogenaateilla tehtyjen kokeiden 
dissosiaatiokuvaajat fmol proteiiniyksikköä kohden (mg). Kuten etuaivoissakin, 
pikkuaivoissa oleva [3H]muskimolin sitoutumispaikkojen lukumäärän vaihtelut 
näytteiden välillä tekee näiden tulosten vertailun epäluotettavaksi. Erityisesti villityypin 
ja δ-poistogeenisten hiirien näytteiden välinen sitoutumispaikkojen lukumäärän välinen 
ero on suuri. 
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Kuva 11. [3H]Muskimolin sitoutumisen dissosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten 
hiirien pikkuaivosolukalvoihin (fmol/mg proteiinia). 
 
4.5 [3H]Muskimolin assosiaatio rekombinanttireseptoreihin ja kontrollisoluihin 
 
Assosiaatiokokeiden perusteella myös [3H]muskimolin assosiaatio on hitaampaa δ-
reseptoreissa kuin γ2-reseptoreissa (kuva 12). Reseptorialayksiköllä oli merkitsevä 
vaikutus [3H]muskimolin assosiaatioon (reseptorialayksikön vaikutus: F6,2 = 27,58; p = 
0,001; kaksisuuntainen ANOVA). Tukey HSD jatkotestillä [3H]muskimolin assosiaatio 
α6β2γ2- ja α1β2γ2-reseptoreihin poikkesi merkitsevästi α6β2δ-reseptoreiden 
assosiaatiosta (p = 0,001 ja p = 0,002). α6β2γ2- ja α1β2γ2-reseptoreiden välillä ei ollut 
eroa (p = 0,953).  
 
Taulukosta 1. nähdään että α6β2δ-reseptoreilla oli kaikkein pienin assosiaatiovakio 
(kon), kun taas α6β2γ2- ja α1β2γ2-reseptoreiden assosiaatiovakiot ovat lähellä toisiaan. 
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Assosiaatiokokeiden tuloksissa on kuitenkin niin suuri hajonta, että tilastollisesti 
merkitsevää eroa assosiaationopeusvakioille ei tullut. 
 
Taulukko 1. Rekombinanttireseptoreille lasketut assosiaationopeusvakiot 
Rekombinanttireseptori kon (M-1 x min -1) ± KKV 
α6β2γ2 17 x 107 4 x 107 
α6β2δ 4,5 x 107 0,6 x 107 
α1β2γ2 20 x 107 10 x 107 
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Kuva 12. [3H]Muskimolin sitoutumisen rekombinanttireseptoreiden assosiaatiokuvaaja. 
(Kolmen erillisen kokeen keskiarvot, joissa kaikissa kolme rinnakkaista näytettä). 
 
Samassa kokeessa testattiin [3H]muskimolin sitoutumista pRK5-plasmidikontrollilla 
transfektoituihin soluihin, joille tehtiin kaikki samat käsittelyt kuin reseptorialayksikkö-
cDNA:n sisältävillä pRK5-plasmideilla tranfektoiduille soluille. Kontrollinäytteet 
suodatettiin, kun niitä oli inkuboitu 15 minuuttia [3H]muskimolin kanssa. 
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Kontrollinäytteissä ei ollut havaittavissa spesisifistä [3H]muskimolin sitoutumista 15 
minuutin jälkeen. 
 
4.6 [3H]Muskimolin assosiaatio etuaivosolukalvoilla 
 
[3H]muskimolin assosiaationopeudessa etuaivosolukalvohomogenaatteihin on selvä 
trendi siihen, että villityypin hiirillä assosiaatio on hitaampaa kuin δ-poistogeenisillä 
hiirillä. Assosiaatiokuvaajista voi nähdä (kuva 13), että 1 ja 2 minuutin välillä 
assosiaatiota ei juuri tapahdu ja menetelmän epätarkkuudesta johtuen δ-poistogeenisillä 
hiirillä 2 minuutin assosiaatio on jopa hieman vähäisempää kuin minuutin kohdalla. 
Kaksisuuntaisella ANOVA:lla testattuna genotyypillä oli tilastollisesti merkitsevä 
vaikutus assosiaationopeuteen (genotyypin vaikutus: F1,14 = 20,76; p < 0,001). 
Assosiaationopeusvakiot (kon) olivat villityypin hiirillä 10 ± 2 x 107 ja δ-poistogeenisillä 
hiirillä 16 ± 3 x 107 M-1 x min-1 (p < 0,05; parillinen t-testi). 
0 5 10 15
0
50
100 WT
δKO
Aika (min)
Sp
es
ifin
en
 s
ito
ut
um
in
en
 (%
 k
ok
on
ai
ss
ito
ut
um
is
es
ta
 1
5 
m
in
:s
sa
)
 
Kuva 13. [3H]Muskimolin assosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten hiirien 
etuaivosolukalvoihin (n=8; kaksi erillistä koetta, joissa neljä näytettä WT sekä KO, 
jokaisesta kolme rinnakkaista määritystä). 
 
Kuvassa 14a on esitetty assosiaatiokuvaajat sitoutuneen [3H]muskimolin määränä 
(fmol) proteiiniyksikköä kohden (mg). Villityypin ja δ-poistogeenisten hiirien 
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sitoutumispaikkojen lukumäärässä näkyy huomattavat erot. Kuvasta 14b voi nähdä, ettei 
eri sukupuolten välillä ollut assosiaatiokuvaajissa eroa. 
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Kuva 14a. [3H]Muskimolin assosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten hiirien 
etuaivosolukalvoilla fmol/mg proteiinia.  
Kuva 14b. [3H]Muskimolin assosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten hiirien 
etuaivosolukalvoihin urokset (M; n=4) ja naaraat (F; n=4) erikseen. 
 
 
 
 
A 
B 
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4.7 [3H]muskimolin assosiaatio pikkuaivosolukalvoilla 
 
Myös pikkuaivosolukalvonäytteillä tehtyjen assosiaatiokokeiden perusteella villityypin 
hiirillä [3H]muskimolin assosiaatio näyttäisi olevan hitaampaa kuin δ-poistogeenisillä 
hiirillä (kuva 15). Kaksisuuntaisella ANOVA:lla testattuna genotyypin vaikutus 
assosiaatioon oli tilastollisesti merkitsevä (genotyypin vaikutus: F1,4 = 29,19; p = 
0,006). Assosiaationopeusvakiot (kon) olivat villityypin hiirillä 7,7 ± 1,7 x 107. ja δ-
poistogeenisillä hiirillä 12 ± 3 x 107 M-1 x min-1 (p > 0,05; parillinen t-testi). 
Assosiaationopeusvakioilla ei ollut tilastollisesti merkitsevää eroa. Kuvassa 16 nähdään, 
että villityypin ja δ-poistogeenisten hiirien väliset erot [3H]muskimolin 
sitoutumispaikkojen lukumäärässä ovat jälleen erittäin suuret.  
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Kuva 15. [3H]Muskimolin assosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten hiirien 
pikkuaivosolukalvoihin (n=3; kahden erillisen kokeen keskiarvot, joissa yhteensä kolme 
erillistä näytettä WT ja KO ja kaikista kolme rinnakkaista määritystä). 
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Kuva 16. [3H]muskimolin assosiaatio villityypin- ja δ-poistogeenisten hiirien 
pikkuaivosolukalvoihin fmol/mg proteiinia. 
 
 
5. TULOSTEN TARKASTELU 
 
5.1 Ionikonsentraation vaikutus [3H]muskimolin sitoutumiseen 
 
Korpi kumppaneineen (2002a) on tutkinut [3H]muskimolin sitoutumista rotan 
aivoleikkeisiin eri inkubaatiopuskureissa, joissa puskuripitoisuuksiksi oli valittu 0,31 M 
Tris-sitraatti, 0,17 M Tris-HCl, 50 mM Tris-HCl + 120 mM KCl ja 10 mM KH2PO4 + 
100 mM KCl (ks. kuva 3b). Korkeassa Tris-sitraatti-pitoisuudessa [3H]muskimolin 
sitoutumista oli havaittavissa ainoastaan α4βδ-reseptoreja sisältävillä alueilla 
etuaivoissa ja talamuksessa sekä erityisesti α6βδ-reseptoreja runsaasti ilmentävällä 
alueella pikkuaivojen jyvässoluissa. Erikoistyössäni saatujen tulosten perusteella näissä 
reseptorialatyypeissä [3H]muskimolin dissosiaatio on erityisen hidasta. Tämä selittää 
autoradiografia- ja aivosolukalvohomogenaateilla aikaisemmin saatuja ristiriitaisia 
tuloksia [3H]muskimolin sitoutumisen suhteen. Aivosolukalvohomogenaateilla 
suoritetuissa kokeissa [3H]muskimolin sitoutuminen on ollut samansuuruista lähes 
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kaikilla aivoalueilla, kun taas autoradiografiakokeissa [3H]muskimolin sitoutuminen on 
ollut voimakkainta δ-reseptoreita sisältävillä aivoalueilla. 
Aivosolukalvohomogenaattikokeiden suodatusmenetelmässä pesuvaihe on 
huomattavasti lyhyempi, joten [3H]muskimoli ei ehdi dissosioitumaan merkittävästi 
αβγ-reseptoreista, toisin kuin autoradiografiassa suoritettavassa pitkässä pesussa, jolloin 
jäljelle jää voimakkaammin δ-sitoutuminen.  
 
Korven 2002 julkaisemassa kokeessa Tris-HCl puskureissa kloridi lisän kanssa tai 
ilman [3H]muskimolin sitoutuminen muille aivoalueille lisääntyi, mistä voisi tulkita 
kloridi-ionien lisäävän [3H]muskimolin sitoutumista. Aikaisemmin on kuitenkin 
havaittu kloridi-ionien vähentävän GABA:n sitoutumispaikkojen määrää, minkä on 
ajateltu johtuvan kloridi-ionien häiritsevästä vaikutuksesta GABA:n tunnistamispaikan 
kanssa (Madtes 1984). Erikoistyössäni tehdyssä kokeessa [3H]muskimolin sitoutuminen 
väheni merkittävästi sekä korkeassa sitraatti- että kloridi-ionipitoisuudessa. Tämä tukee 
aikaisempia havaintoja siitä, että anioneiden on havaittu häiritsevän GABAA-agonistien 
sitoutumista (Sieghart 1995). Tästä voisi päätellä, että Korven (2002a) 
autoradiografiakokeessa [3H]muskimolin sitoutumisen lisääntyminen kloridipuskureissa 
0,31 M Tris-sitraattiin nähden johtui todennäköisesti kokonaisionivahvuuden 
vähenemisestä, eikä kloridi-ionin vaikutuksesta. 
 
Eniten sitoutumista saatiin laimeilla (10 mM) Tris-sitraatti ja Tris-HCl-puskureilla. 
Päädyimme tekemään kaikki sitoutumiskokeet kuitenkin standardimenetelmäksi 
vakiintuneella 50 mM Tris-sitraattipuskurilla, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia 
keskenään. 
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5.2 [3H]Muskimolin sitoutumisen assosiaatio ja dissosiaatio rekombinanttireseptoreilla 
 
Taulukossa 2 on yhteenveto rekombinattireseptoreilla saaduista tuloksista. 
[3H]muskimolin sitoutumisen dissosisaatio on huomattavasti hitaampaa sekä α1β2δ- 
että α6β2δ-reseptoreista kuin αβ- ja αβγ-reseptoreista. α1β2γ2-reseptoreissa 
[3H]muskimolin dissosiaatio näyttäisi olevan puolestaan kaikkein nopeinta, mutta γ-
alayksikön puuttuminen hidastaa dissosiaatiota huomattavasti. α6β2δ-reseptoreilla 
havaittiin, että myös [3H]muskimolin assosiaatio näihin reseptoreihin oli hitaampaa kuin 
α6β2γ2- ja α1β2γ2-reseptoreihin. [3H]muskimolin affiniteetti saatujen KD arvojen 
perusteella on kaikkein suurin α6β2δ-reseptoreihin ja pienin α1β2γ2-reseptoreihin, joka 
tukee aikaisempia havaintoja (Chandra ym. 2010; Mortensen ym. 2010). 
[3H]muskimolin sitoutumisen dissosiaatio on huomattavasti hitaampaa myös α6β2γ2-
reseptoreista kuin α1β2γ2-reseptoreista (p < 0,001; yksisuuntainen ANOVA, Tukeyn 
jatkotesti). Tämä saattaa selittää [3H]muskimolin suurempaa affiniteettia α6β2γ2-
reseptoreihin kuin aivojen pääasialliseen reseptorialatyyppiin α1β2γ2. δ-alayksikkö 
johtaa erittäin hitaaseen [3H]muskimolin sitoutumisen dissosiaatioon ja tämä näyttäisi 
aiheuttavan sen superagonismiluonteen α6β2δ-reseptorialatyyppiin. Myös Mortensen 
ym. 2010 tulivat siihen johtopäätökseen, että agonistin voimakkuuteen vaikuttaa 
enemmän sen dissosiaationopeus reseptorista kuin sen teho. Heidän kokeidensa 
perusteella agonistien voimakkuus järjestys oli muskimoli > GABA >> THIP ja näiden 
dissosiaationopeusjärjestys oli päinvastainen (α1β3γ2-, α4β3γ2- ja α4β3δ-reseptorit). 
Mortensen kumppaneineen tulivat myös siihen tulokseen, että GABA:n 
sitoutumisnopeus on samansuuruista sekä α1β3γ2- ja α4β3δ-reseptoreihin, kun taas 
muskimolin sitoutuminen on hitaampaa α4β3δ-reseptoreihin. Tämä tukee 
erikoistyössäni saatua havaintoa siitä, että muskimolin assosiaatio oli hitaampaa δ- 
reseptoreihin kuin γ2-reseptoreihin. Mortensen ym. 2010 kokeessa α4β3δ-reseptoreissa 
GABA:n sitoutuminen oli kaikkein nopeinta ja THIP:in hitainta. THIP:in dissosiaatio 
oli puolestaan huomattavasti nopeampaa ja muskimolin hitaampaa kuin GABA:n. 
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Taulukko 2. Yhteenvetotaulukko eri rekombinanttireseptorien assosiaationopeus- (kon) 
ja dissosiaationopeusvakioista (koff) sekä dissosiaatiovakioista (KD). (*** p < 0,001 α6β2 
vs. α6β2γ2 vs. α6β2δ; ### p < 0,001 α1β2γ2 vs. α1β2δ; ••• p < 0,001 α6β2γ2 vs. α1β2γ2) 
Rekombinantti-
reseptori 
koff (min-1) ± KKV kon (M-1 x min-1) ± KKV KD (nM) 
(koff/kon) 
α6β2 1,45 ± 0,14***   
α6β2γ2 0,93 ± 0,07***,••• 17 x 107 ± 4 x 107 5,5 
α6β2δ 0,11 ± 0,01*** 4,5 x 107 ± 0,6 x 107 2,4 
α1β2 0,39 ± 0,05   
α1β2γ2 1,71 ± 0,12### 20 x 107 ± 10x107 8,6 
α1β2δ 0,12 ± 0,02   
 
 
5.3. [3H]Muskimolin sitoutumisen assosiaatio ja dissosiaatio hiiren 
aivosolukalvohomogenaateilla 
 
Aivosolukalvoilla tehdyt [3H]muskimolin sitoutumiskokeet tukevat 
rekombinanttireseptoreilla saatuja havaintoja. δ-alayksikön puuttuminen δ-KO hiirillä 
aiheutti nopeamman dissosiaation sekä pikku- että etuaivomembraaneissa verrattuna 
villityypin hiiriin (ks. taulukko 3). Myös [3H]muskimolin assosiaatio oli hitaampaa δ-
poistogeenisten hiirien aivosolukalvoihin kuin villityypin hiirien aivosolukalvoihin sekä 
pikkuaivoista että etuaivoissa. Pikkuaivojen assosiaatiokokeissa villityypin ja δ-
poistogeenisten hiirten välille ei kuitenkaan tullut tilastollisesti merkitsevää eroa. 
Pikkuaivonäytteitä oli vähemmän käytettävissä, joten pikkuaivojen assosiaatiokokeessa 
näytteiden lukumäärä oli kolme, kun taas etuaivojen assosiaatiokokeessa näytteitä oli 
kahdeksan. Todennäköisesti tämä pienempi näytteiden lukumäärä selittää sen, että 
tilastollinen merkitsevyys ei tullut esiin pikkuaivonäytteiden assosiaation kohdalla. 
Etuaivoillakin ero oli juuri merkitsevä, joten lisää assosiaatiokokeita vaaditaan, jotta 
voitaisiin varmasti päätellä, että villityypin ja δ-poistogeenisten hiirten aivosolukalvoilla 
[3H]muskimolin sitoutumisen assosiaationopeus on erilaista. 
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[3H]Muskimolin affiniteetti oli alhaisempi δ-poistogeenisten hiirten 
pikkuaivosolukalvoihin kuin villityypin hiirten, joka tukee rekombinattireseptoreilla 
saatuja tuloksia (ks. taulukko 3). Etuaivosolukalvojen KD -arvoissa ei kuitenkaan ollut 
juurikaan eroa villityypin ja δ-poistogeenisten hiirien välillä, toisin kuin olisi voinut 
odottaa rekombinanttireseptorikokeiden perusteella. δ-alayksikön puuttuminen voi lisätä 
kompensatoristen mekanismien kautta jonkun muun korkean affiniteetin 
reseptorialatyypin ilmentämistä. δ-poistogeenisillä hiirillä γ2-alayksiköiden määrän on 
todettu lisääntyvän (Mihalek ym. 1999). δ-poistogeeniset hiiret saattavat ilmentää 
pikkuaivojen jyvässoluissa enemmän α6β2γ2-reseptoreita, joihin muskimoli sitoutuu 
myös suhteellisen korkealla affiniteetilla. Sen dissosiaatio on myös hitaampaa tästä 
reseptorialatyypistä kuin α1β2γ2-reseptoreista. Autoradiografiatekniikalla myös δ-
poistogeenisilla hiirillä on havaittavissa [3H]muskimolin voimakasta sitoutumista 
pikkuaivojen jyvässoluissa, joka saattaa olla α6β2γ2 sitoutumista, mutta tätä ei ole 
kuitenkaan havaittavissa etuaivoissa (ks. kuva 17). Tämä selittää [3H]muskimolin 
korkeampaa affiniteettia pikkuaivosolukalvoihin kuin etuaivosolukalvoihin myös δ-
poistogeenisilla hiirillä. Etuaivosolukalvoilla havaittu samansuuruinen [3H]muskimolin 
affiniteetti sekä villityypin, että δ-poistogeenisten hiirten kohdalla on kuitenkin 
ristiriidassa tämän autoradiografiatuloksen kanssa (kuva 17). 
 
Taulukko 3. Etuaivo- ja pikkuaivosolukalvoilla saadut assosiaatio- ja 
dissosiaationopeusvakiot, sekä dissosiaatiovakiot. **p < 0,01; *p < 0,05; nsp > 0,05, 
pariton t-testi. 
Hiiren 
aivomembraanit
koff (min-1) ± KKV kon (M-1 x min-1) ± KKV KD (nM) 
(koff/kon) 
Etuaivot 
WT 
δKO 
 
1,2 ± 0,22 
2,0 ± 0,23** 
 
10 x 107 ± 2 x 107 
16 x 107 ± 3 x 107* 
 
12 
13 
Pikkuaivot 
WT 
δKO 
 
0,38 ± 0,14 
1,07 ± 0,09** 
 
7,7 x 107 ± 1,7 x 107 
12 x 107 ± 3 x 107,ns 
 
4,9 
8,9 
 
72 
 
 
 
Kuva 17. Autoradiografiakuva [3H]muskimolin sitoutumisesta GABAA-R δ-/- (A) ja δ+/+ 
(B) hiirillä. Gr = pikkuaivojen jyvässolut, Th = talamus ja Str = striatum (Mihalek ym. 
1999). 
 
5.4 In vitro sitoutumiskokeiden vastaavuus in vivo  
 
5.4.1 Sitoutumiskokeet 
 
Sitoutumiskokeissa kaikki havaittu sitoutuminen ei tapahdu GABAA-reseptoreihin vaan 
osa sitoutumisesta on epäspesifistä sitoutumista näytteiden muihin biologisiin 
materiaaleihin sekä suodatinpapereihin. Epäspesifisitoutumisen vaikutus eliminoitiin 
määrittämällä totaali ja epäspesifinen sitoutuminen erikseen ja laskemalla tästä 
spesifinen sitoutuminen (ks. menetelmät).  
 
Inkubaatiopuskurin ionit voivat häiritä muskimolin sitoutumista, kuten todettiin 
aikaisemmin (kohta 5.1). Inkubaatiopuskurissa ei saa olla natriumioneja, jotta GABA:n 
kuljetusproteiinit ovat inaktiivisia. Muskimolilla tämä ei ole niin kriittistä, koska se 
sitoutuu vain heikosti GABA-kuljetusproteiiniin, mutta GABA:a käytettäessä 
A B 
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natriumionien puuttuminen on erityisen tärkeää. Puskuriliuosten valmistuksessa 
käytettiin ionivapaata milli-Q vettä ja laboratoriolaatuisia astioita, joista ei irtoa kokeita 
häiritseviä ioneja. 
 
Solukalvohomogenaateissa ja rekombinanttireseptorihomogenaateissa tapahtuu koko 
ajan reseptorien proteolyysiä, joka vaikuttaa kokonaissitoutumisen määrään. Pesu- ja 
homogenointivaiheessa proteolyyttisten entsyymien toimintaa estetään EDTA:n avulla. 
Inkubaatiopuskurissa sitä ei ole kuitenkaan mukana, koska totesimme sen häiritsevän 
muskimolin sitotutumista. Sitoutumiskokeen eri aikapisteissä proteolyysiä on ehtinyt 
tapahtua eri aikoja, joka jonkin verran voi vaikuttaa tuloksiin erityisesti pitkissä 
aikapisteissä (30 min). 
 
Lämpötila vaikuttaa sitoutumiskinetiikkaan. Sitoutumiskokeet tehtiin 
huoneenlämmössä, kuten usein myös sähköfysiologiset mittaukset tehdään. 
Saturaatioanalyyseissä sitoutumisen määrää tutkitaan tasapainotilassa ja inkubaatiot 
suoritetaan yleensä 0-4 °C:ssa, joka hidastaa sekä assosiaatiota että dissosiaatiota. 
 
[3H]muskimolin inkubaatio päättyi suodatukseen ja sen jälkeen pesuihin, joihin kuluva 
aika oli noin 10 sekuntia, jolloin vielä voi tapahtua dissosiaatiota. Pesupuskurin 
lämpötila pidettiin mahdollisimman alhaisena (jäähauteessa), jotta tämä vaikutus 
saataisiin minimoitua. Mutta erityisesti lyhyissä aikapisteissä pesuun menevän ajan 
vaikutus tuloksiin korostuu. Radioligandien pipetointiin menevällä ajalle on myös 
vaikutusta tuloksiin erityisesti lyhyissä aikapisteissä. Lisäykset suoritettiin 
moniannostelijan avulla, jotta se olisi mahdollisimman nopeaa. 15 ja 30 sekunnin 
aikapisteet tutkittiin niin, että mahdollisimman vähän näytteitä oli samassa 
suodatuksessa (6 putkea totaali + epäspesifinen). Epäspesifisen sitoutumisen putket 
pipetoitiin ensin, koska ajalla ei ole suurta vaikutusta epäspesifiin sitoutumiseen. Tämän 
jälkeen pipetoitiin totaaliputket ja käynnistettiin sekuntikello. Totaaliputkien 
pipetoimisjärjestykseen kiinnitettiin myös huomiota, joten lisäykset suoritettiin 
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vuorotellen kahden näytteen eri rinnakkaisten putkien välillä seuraavan 
pipetointikaavion mukaan (taulukko 4). 
 
Taulukko 4. Totaaliputkien pipetointijärjestys 
näyte 1/1 
1. 
näyte 1/2 
4. 
näyte 1/3 
6. 
näyte 2/1 
5. 
näyte 2/2 
3. 
näyte 2/3 
2. 
 
On myös huomattava että ligandin sitoutuminen reseptoriin ei kerro reseptorin 
toiminnallisesta aktiivisuudesta. Toiminnallista aktiivisuutta oli tarkoitus mitata 
[3H]EBOB kokeiden avulla, mutta kokeita ei suoritettu, koska toisen erikoistyöntekijän 
kokeiden perusteella [3H]EBOB:in sitoutuminen on hyvin vähäistä δ-reseptoreihin. 
 
5.4.2 Rekombinanttireseptorit 
 
αβγ-reseptorien stoikiometria on useilla eri menetelmillä havaittu olevan 2α2β1γ 
(Chang ym. 1996, Baumann ym. 2002, Farrar ym. 1999 ja Tretter ym. 1997). αβδ-
reseptorien stoikiometria on sen sijaan vielä osittain epäselvä, mutta yleisesti oletetaan 
δ-alayksikön korvaavan γ-alayksikön reseptorissa.  
 
Transfektioissta δ-alayksikköä laitetaan usein huomattavasti enemmän suhteessa αβ-
alayksikköihin, jotta mahdollisimman suuressa osassa reseptoreita on δ-alayksikkö. On 
kuitenkin viitteitä siitä, että tällöin voisi muodostua useamman δ-alayksikön sisältäviä 
toiminnallisia reseptoreita (Kaur ym. 2009 sekä You ja Dunn 2007). Wagoner ja 
Czajkowski päätyivät tutkimuksessaan (2010) siihen, että δ- alayksikköä pitäisi käyttää 
suhteessa αβ-alayksikköihin huomattavasti vähemmän, jotta saataisiin 2α2β1δ-
rekombinanttireseptoreita. On kuitenkin vielä epäselvää mikä on luonnollisten αβδ-
reseptorien koostumus, sekä mikä on optimaalinen alayksikkökombinaatiosuhde 
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transfektioissa, jotta muodostuisi mahdollisimman paljon luonnollisen kaltaisia 
reseptoreja. Tämän vuoksi päädyttiin käyttämään transfektioliuoksissa αβγ- ja αβδ- 
kaikkia alayksikköplasmideja samassa suhteessa (1:1:1). Kun δ-alayksikköä testattiin 
eri suhteissa αβδ-reseptoreissa, eri määrillä ei ollut kovin suurta vaikutusta 
dissosiaatiokuvaajaan (kuva 5). On mahdollista, että ilmennetyt reseptorit eivät vastaa 
täysin luonnollisia αβδ- ja αβγ-reseptoreita ja mukaan voi syntyä myös pelkkiä αβ-
reseptoreita, joka vaikuttaa saatuihin assosiaatio- ja dissosiaatiokuvaajiin. 
 
HEK-solut eivät ilmennä aivosolujen tapaan kaikkia proteiineja, jotka vaikuttavat 
GABAA-reseptorien ilmentymiseen ja toimintaan. Esimerkiksi GABAA-RAP (receptor 
associated protein) proteiinin ilmentäminen yhtä aikaa GABAA-reseptorien kanssa on 
havaittu vaikuttavan reseptorien toimintaan (Everitt ym. 2004). Toisaalta HEK-solut 
eivät ilmennä myöskään endogeenistä GABA:aa, joka voisi häiritä sitoutumiskokeiden 
suorittamista. GABAA-reseptorien kanssa vuorovaikuttavien proteiinien tunnistamisella 
ja niiden ilmentämisellä yhtä aikaa rekombinanttireseptoreiden kanssa voidaan 
tulevaisuudessa saada enemmän luonnollisen kaltaisia reseptoreita.  
 
5.4.3 Aivosolukalvot 
 
Aivosolukalvoissa endogeeninen GABA häiritsee [3H]muskimolin sitoutumista. 
Endogeeninen GABA saadaan kuitenkin poistettua käytännöllisesti katsoen kokonaan 
pesemällä aivosolukalvohomogenaatteja riittävän monta kertaa (Greenlee ym. 1978). 
Säädimme pesupuskurin pH:n hieman emäksiseksi, koska tämä lisää GABA:n 
vapautumista aivosolukalvohomogenaateista (Squires ja Saederup 1999).  
 
Solukalvohomogenaattien valmistuksessa solut rikkoontuvat ja myös solun sisällä 
olevat reseptorit vapautuvat ja sitovat muskimolia, joka ei vastaa natiivien solujen 
toimintaa. Suoritetut käsittelyt voivat myös muuttaa reseptorien toimintaa. 
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Asetyylikoliinireseptorien on havaittu siirtyvän sitoutumiskokeiden olosuhteissa 
desensitisaatiotilaan (Changeux ym. 1976), joten tämä voi olla myös mahdollista 
GABA-reseptoreilla.  
 
 
6. YHTEENVETO JA POHDINTA 
 
Rekombinattireseptoreilla sekä villityypin ja δ-poistogeenisten hiirien 
aivosolukalvohomogenaateilla tehdyt sitoutumiskokeet osoittivat, että δ-alayksikön 
läsnäolo johtaa [3H]muskimolin erittäin hitaaseen dissosiaatioon GABAA-reseptoreista. 
Tämä selittää autoradiografia- ja aivosolukalvohomogenaattikokeista saatuja 
ristiriitaisia tuloksia. Suodatusmenetelmässä pesuvaihe on huomattavasti lyhyempi, 
joten [3H]muskimoli ei ehdi dissosioitumaan merkittävästi αβγ-reseptoreista, toisin kuin 
autoradiografian pitkässä pesuprosessissa, jolloin jäljelle jää αβδ sitoutuminen. 
Autoradiografiassa (kuva 17) δ-poistogeenisten hiirien pikkuaivoissa näkyvä 
[3H]muskimolin sitoutuminen on todennäköisesti α6β2γ2 sitoutumista, joka ei ole 
dissosioitunut, koska autoradiografiakokeet suoritetaan alhaisessa lämpötilassa (+ 4 ºC). 
 
Muskimolin korkea affiniteetti αβδ-reseptoreihin johtuu luultavasti sen hitaasta 
dissosiaatosta näistä reseptoreista. Tämä voi myös osittain selittää sen ”supergonismi” 
luonteen kyseisiin reseptoreihin. Sitoutuminen on huomattavasti pitkäkestoisempaa, 
kuin sen aiheuttama reseptoriaktivaatio. Tämän ilmiön merkitys on vielä epäselvä: 
toimiiko muskimoli tällöin antagonistina, vai pystyykö se aktivoimaan reseptorin 
uudelleen deaktivaatioajan jälkeen, ilman että se irtoaa reseptorista. Lisäksi muskimolin 
assosiaatio vaikuttaisi olevan hitaampaa αβδ-reseptoreihin, mutta tämä vaatii vielä 
lisätutkimuksia. 
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Muskimolin poikkeukelliset sitoutumisominaisuudet αβδ-tyypin GABAA-reseptoreihin 
tekee siitä potentiaalisen johtomolekyylin ekstrasynaptisesti vaikuttavien lääkeaineiden 
kehittämisessä. 
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